UNIVERSIDAD CENTRAL DE VENEZUELA
FACULTAD DE CIENCIAS
POSTGRADO EN QUIMICA

Aplicaciones de Calibracion Multivariada en la Determinacion de
Algunos analitos organicos en muestras de agua mediante la Técnica

de Fluorescencia Molecular.

Trabajo Especial de Grado
presentado ante la llustre
Universidad Central de
Venezuela por la Lic. Yosmery
Vitta Brito para optar al Titulo
de Dr. en Ciencias Mencion
Quimica.

Tutor: Dr. Alberto Fernandez.

Caracas, 25 de Abril del 2008



DEDICATORIA

Las metas y logros que he alcanzado en cada etapa de mi vida, se deben
siempre a ti madre adorada. Con todo mi amor, te dedico el logro de esta nueva meta
profesional. Gracias por tu inspiracion, carifio, apoyo, compresion, paciencia Yy

consejos, te amo.



AGRADECIMIENTOS

Ante todo agradezco a Dios, por darme la fortaleza y la fe para alcanzar mis suefios aln

en las circunstancias mas adversas. Gracias sefor por estar siempre en mi corazon.

Al grupo de Fisicoquimica del Laboratorio de Espectroscopia Laser, por prestar sus
instalaciones para el desarrollo de este trabajo de investigacién. A su gente: Vincent, por ser
esa persona accesible, incondicional y siempre dispuesta a ayudar, al Profesor Jimmy, por su
ingenio, al Prof. Manolo, por su apoyo constante, a Héctor, por la ayuda prestada'y a Mauro por
su simpatia. En especial, agradezco a mi tutor, el Profesor Alberto, por su excelente orientacién

durante el desarrollo de esta tesis doctoral.

A los profesores, José Chirinos, Lorenzo Echeverria, Maria Antonieta, Gustavo Pérez y
Luis Gémez, gracias por la inmensa ayuda prestada. En especial, al Prof. Chirinos, por ser el

ejemplo de excelente profesional que he tenido durante mi vida académica.

Al departamento de Quimica Analitica de la Universidad de Valencia, Espafia, por
brindarme la oportunidad de realizar una parte de mi tesis doctoral en sus instalaciones.
Agradezco especialmente a la Dra. Pilar Campins Falcd, por su excelente direccion durante la

estancia de investigacion realizada.

A mi hermano Juan Antonio, gracias por tu carifio y tu temple, aunque ya no estés
presente para compartir este momento conmigo, se que lo disfrutards desde el cielo, te amé y

siempre estaras en mi corazoén.

A mis amigos, Rita, José Zabala, Mechita, Jetzaly, Jimena, Jaime, Esteban, Sr. Vicente

Spena Yy todas las personas que me prestaron su ayuda en un momento determinado.



Tabla de Contenido

INAICE AE TaBIAS ... e e e e e i 10
INAICE AE HHUSTIACIONES . .. e e e e e e e e e e 15
ST I 1 1= 1 22

(=T o 114U ] Lo 0 A 1Y/ =T oo TN I =To ¥ o o 121 o
IO [ 01 o Yo LU T o o1 o ¥ o 27

2. Principios Béasicos De Fluorescencia Molecular .................ceeeevnnnn0 31

2.1 Instrumentacién para la medicion de Fluorescencia............................33

2.2 Aspectos Cuantitativos de la Fluorescencia ...........c..cocoov v, 33

3. Calibracion Multivariable...... ..o 9
3.1 Construccion de modelos de Calibracion Multivariada......................... 34
3.1.1 Definicion del conjunto de Calibracion.............cccccovvviii i enne, 42

3.1.2 Registro de la informacion analitica................cocoviiiii i 42

3.1.3 Examinar y Re-procesar ladata................ccccevevivivin e vn e 42
3.1.4 Estimarel modelo..........cooooviii i 04D

3.1.5Validar €l modelo. .. ..o 47
3.1.6 Utilizar el modelo... ... coo e e e e 49
4. Bibliografia. .. oo 49

Capitulo 2 Determinaciéon Simultanea de Antraceno y Pireno mediante

fluorescencia molecular aplicando modelos de calibracion multivariable ........... 51

Capitulo 2 Parte 1 Revision Bibliografica sobre Hidrocarburos Arométicos
POIICICIICOS (HAPS) e ittt e e e e e e e e e e e e e e e n e e ane e D2
1. Generalidades de l0S HAPS ...t e e e, 52

2. Técnicas de determinacion de HAPS........c.oiiiiiii i e, 54

3. Relacion entre la Fluorescenciay [0S HAPS ..o, 56



4. Estudios de Fluorescenciay Calibracion Multivariada en HAPs ........... 58
5. Justificacion y ODJetivoS......o.iieii i e 61
6. Bibliografia.......cooeiiiii i 63

Capitulo 2-Parte 2 Aplicacién de modelos de CM en la determinacién

simultdnea de antraceno y pireno en muestras de agua de consumo mediante

espectroscopia de fluorescenciamolecular ..o 66
1. Parte EXperimental..... ... e 67

0 o 11 o 0 1 67

2 = = 1o 1Y/ 0 1 68

2. Metodologia Experimental.............cooeiii i i i eenee ... B8

2.1 Preparacion de Estandares de calibracion..............ccoooviiiiiiiiii e, 68
2.2 Preparacion de Estandares de CM..........cooiviiiiiiiie i e 69
2.3 Método EXperimental..........cc.o.ouuieiiiiie i e e 70

2.3.1. Sistema de excitaciébn con laser Nd- Yag y detector simultaneo

2.3.2 Sistema de Adquisicion del registro de la sefial de Fluorescencia con
un sistema de integracion boxcar y detector de respuesta rapida .......... 71
2.3.3 Sistema de excitacion con lampara de arco de xenon laser y detector

SIMUIEANEO CCD ... e e e e e e e e 73
3. Resultados Y DISCUSIONES......cciiiiiiiiiiiiiiiee e e e e e ie e e enen (4

3.1Espectros de Fluorescencia de Antraceno y Pireno........................ 74
3.1.1. Espectros de Fluorescencia de Antraceno y Pireno obtenidos

mediante sistema de deteccion con fotomultiplicador .......................... 80



3.2 Calibracion Univariada de 10S HAPq....coveie i e 81

3.3 Aditividad de las sefiales de Fluorescencia.............coovvieviiiininncnnn 84
3.4 Calibracion Multivariada de los HAPs / Laser Nd-YAG.................... 86
3.4.1 Aplicacion del algoritmo PLS1 en las soluciones unicomponentes
e 10S HA PSS . e e e e 86

3.4.2 Construccién del Modelo de Calibracion y de Validacién
utilizando un disefio factorial Multinivel.............cooooo i 92
3.4.2.1 Aplicacion de los modelos PLS1 y PLS2 sobre el conjunto de

las muestras de Calibracién del disefio factorial 5°.............. 96

3.4.2.2 Validacion externa de los modelos de calibracion
establecidos por PLS1 Yy PLS2........ooviiiiii e, 98

3.4.3 Construccion del Modelo de Calibracion y de Validacion
utilizando un disefio de Matriz Doehlert.............coooiiiiiiiii e, 101
3.4.3.1 Aplicacion de los modelos PLS1 y PLS2 sobre el conjunto

de calibracion de la Matriz de Doehlert...........................105

3.4.3.2 Validacion externa de los modelos de calibracion PLS1 y
PLS2 sobre el conjunto de Validacién del disefio Matriz de

DOEhIEIT. ... 108

3.4.4 Efectos del uso de un detector de respuesta rapida en la

determinacién de los HAPs mediante CM con Excitacion laser Nd:

3.4.5 Efectos del uso de una Lampara de Arco de Xendn en la

determinacién de los HAPs mediante CM........cooeoiiiiiiiiiiiiien. 109

3.4.5.1 Construccién del conjunto de Calibracibn en base a un
disefio factorial 5% y aplicacién de los algoritmos PCR, PLS1 y



3.4.5.2 Validacion externa de los modelos de calibracion PCR , PLS1
Y PLS 2. e 102

3.4.5.3 Comparacion entre los modelos PCR, PLS1 y PLS2 sobre el
conjunto de calibracién del disefio 5 y un sub-conjunto de
QUINCE MUESIIAS. ...ttt e e e e e e e e e e 113

3.4.5.4 Desarrollo del modelo de Calibracién utilizando los algoritmos
PLS1 y PLS2 sobre un conjunto de muestras de calibracion

INdEPENdIENtES. ... 116
3.5 Prediccién de los HAPs antraceno y pireno en muestras de agua
POTADIE. .. 121
A, CONCIUSIONES ..o e e e e e 123
4.1 Sistema de Excitacion con Laser Nd-YAG..........ccccooviiiiiiiiiiieieen, 123
4.2 Sistema de Excitacion con Lampara de Arco de Xenon.....................125
5. Bibliografia.......ccovoeeiri 126

Capitulo 3 Determinacion de Clorofila“a” (Clo “a”) en sistemas acuaticos....... 128

Capitulo 3 Parte 1 Revision Bibliografica............cccooviiiiii i e, 128
1. Generalidades sobre la Clorofila.........ccoooiiii i, 129
1.1Productos de Degradacion de las Clorofilas.............coooieiiiiiiinins 131

1.2 Propiedades o6pticas de las Clorofilas...........c.coooeoivi i 132

2. Determinacion de Clo “a@” en sistemas aCUAtiCOS............cevveenniennnen, 133
2.1 Extraccion de Pigmentos Fotosintéticos desde muestras de agua........ 135

2.2Interferencias en la determinacion de Clo “a” en sistemas acuaticos, por
técnicas eSPeCtrOSCOPICAS. ... ..ovivieeiiiieeiieieeieieiiereiineeeeeeenineen... 138

2.3 Técnicas Clasicas de determinacion espectrofotometrica de la Clo “a”..140



2.4Técnicas Clasicas de determinacion Fluorométrica de la Clo “a”.......... 141

2.5Determinacion de la Clo “@” por HPLC..........cccoiv i ieenenn 00 143
2.6 Calibracién Multivariada y su Aplicabilidad en la deteccion por métodos

espectroscopicos de Clorofilas en muestras de agua.........................146

3. Justificacion y ObjJetivoS.....cooveviiiii i e e 14T

4. Bibliografia. .. ..o 151

Capitulo 3 Parte 2 Determinacion de Clo “a” en sistemas acuatico mediante

fluorescencia molecular y Calibracion Multivariada..............cccoooiviiiiiiiiiinenne, 157
1. Parte EXperimental...... ..ot e 158
1oL EQUIPOS o ettt ettt et e e e e e 158
1.2 ReactivOos Y SOIVENTES ..o e e e 158
1.3 MUBSIIAS. .. e ettt e e e e e e e et e e e eeena 159

2. Metodologia Experimental............cooiviii i 159
2.1 M ediciOn de FIUOreSCENCIA. .. ...ttt it e 159
2.2 Procedimiento de Extraccion de pigmentos ...........cccccvevviiieineannnnn. 160
2.3 Estudios de Recuperacién de Clo “a” y Clo “b”"..........coooiiiiiiiiinn, 161
2.4 Modelos de Calibracién para la determinacion de Clo “a” y la Clo “b” en
Muestras de agua de MaAr..........ouiiiiiie e e e e e 162

2.4.1 Modelos de Calibracion Univariados(CU).............ccccvvevviiinnnnns 162

2.4.2 Modelos de Calibracion Multivariados (CM).............c.ccevenvennn. 163

3. Resultados Experimentales y DiSCUSIONES..........cccvvvvvievneenninnennnn.. 165

3.1Espectros de Fluorescencia de disoluciones de las Clorofilas “a” y
13 b” en
23 = 1 o | 165



3.2Estudios de Recuperacién de Clo “a” y Clo “b” .....coooviiiii i, 168
3.2.1 Evaluacion del Procedimiento 1F-0,45 um en la extraccion de
pigmentos en muestras de aguade mar...............ccoeeieiieennnn. 169

3.2.2 Evaluacion del Procedimiento 1F-0,45 um sobre muestras de agua

(0 [ (o TY =T 8V o] [ 173

3.2.3 Evaluacion del Procedimiento de SPE C-18 en la extraccion de
pigmentos en muestras de aguade mar. ............coeeiiiiieennnn. 176

3.3 Modelos de CU para la determinacion de la Clo “a” y la Clo“b”.....182

3.3.1 Modelos de CU /Curva de calibracién externa (CCE)................182
3.3.2 Modelos de CU /Método de Adicion de estdndar (ADS)............. 183
3.4 Modelos de CM en la determinacién de Clo “a” y Clo “b”............. 184
3.4.1 Modelo PLS1, establecido con soluciones uni-componentes de las
soluciones de Clo “@” y Clo “D”. ...ovii i, 186

3.4.2 Validacién de los Modelos de Calibraciéon PLS1.......................188

3.4.3 Aplicacion del Modelo PLS1I en la determinacion de la Clo “a” en

muestras de aguade mar................coveeiiiiiiieiieiin e e enn a2, 190

3.4.4 Aplicacion del Modelo PLS1I en la determinacion de la Clo “a” y la
Clo "b” en muestras de agua de mar...........cccooeviiiieiieienennnns 191

3.4.5 Aplicacion del Modelo PLS1II en la determinacion de la Clo “a” y la
IO D e 194

3.4.6 Aplicacion del modelo PLS1III en la determinacion de Clo “a”.....197

3.5 Modelo de CM PLS2. ... e e e e 198

3.5.1 Validacion del Modelo PLS2 en la determinacion de la Clo “a”’ y la
IO D7 e 199



3.5.2 Aplicacién del modelo PLS2 para la determinacion simultdnea de

Clo“@” Y Clo D7 e 201

3.6 Aplicacion amuestras reales. .......cccooviiiiiiiiiii i 202

N @0 Y Tod LW = 0] 1= 203
5. Bibliografia.....ccoi i 205

Capitulo 3 Parte 3 Determinaciéon de Clo “a” en sistemas acuaticos mediante
Cromatografia Liqguida de Alta Resolucion (HPLC) convencional y Capilar........ 207

1. Parte Experimental.............c.ccoiiiiiiii ... 208
L.1INSrUMENTACION ... vttt e et e e e e e et e e e e e e e e aae s 208

1.1.1Cromatografia de Liquidos Convencional (HPLC Convencional)....208
1.1.2 Cromatografia de Liquidos Capilar (HPLC capilar)..................... 208
3 I T 0T T ] 1= 1 o P21 0 L |

1.2ReaCtiVOS Y SOIUCIONES. .. ... ettt e e e e e e e e 209
1.3Muestras de Campo.........c.eevueeiiiiiiieie e eiieeeceeneee e eenen2. 209

2. Metodologia Experimental..........cccoouiii i 184
2.1Procedimientos de pre-concentraciéon de los pigmentos acoplados a
HPLC Convencional. ..........cooi i e e a0, 209

2.1.1 SPME en tubo con columna capilar-HPLC convencional............ 210

2.1.2 Optimizacion del Sistema de SPME en tubo - HPLC

CONVENCIONAL .. ...t 211

2.1.3 SPE enlinea - HPLC convencional...........cccccoeeeeieiiiiiiciiiiiiieeee 212
2.2Procedimientos de pre-concentracion de los pigmentos acoplados a
HPLC Capilar. ..o e e e e e e e e 215
2.2.1 SPME en tubo con columna capilar-HPLC capilar.................... 215



2.3Aplicacion de los sistemas de pre-concentracion de pigmentos
acoplados a HPLC convencional y HPLC Capilar, sobre los extractos
(0 LS 0 T =53 1 - S 217

2.4 Influencia de los diferentes procedimientos de Extraccion de

pigmentos en larecuperacién de Clo “a@” en las muestras............. 219
2.5 Validacion del MEtodo........ooiiiii i e, 219
2.5.1 Limites de DetecCiOn .........cc. coiiiiiiiiiiiiiieee e 219

2.5.2 Repetitividad y Reproducibilidad.......................cceeeivienn 220

2.5.3 RECUPEIACION. ... .ottt e e e e e e e e e e 220
2.5.3.1 HPLC Convencional..........cooiieiii i 220
2.5.3.2 HPLC Capilar.......ccoiiuiie i e 220

2.6 ANALISIS e MUBSTIIAS ....iuiieiie it e e e e e 221

2.6.1 Analisis de Muestras de Aguade Mar ...........ccccceeeeeeiiieieeiiiennnnnn, 221

2.6.2 Analisis de Muestras de Agua de Reservorio............ccccccvvvvennnee. 221

2.6.3 Analisis de Muestras de aguas de vertido de planta
(0 =T 18] =T o = P 221
. Resultados Y DISCUSION.......cviviiiiie e it e e e e eenne0 0 222

3.10ptimizacion de los Procedimientos de pre-concentracion en linea,

acoplado al Sistema de HPLC convencional................ccooovviiennnn. 222
3.1.1 SPME en tubo con columna abierta - HPLC convencional......... 222
3.1.2 SPE enlinea - HPLC convencional............cccovviiiiiiininine i venn. 226
3.1.3 Optimizacién del sistema SPME en tubo - HPLC capilar............ 229

3.1.3.1 Optimizacion del Sistema de SPME en tubo — HPLC Capilar

en el analisis de MUestras...........ccoeviiiiie i e, 232

3.2Aplicacion de los sistemas de pre-concentracion en linea de los
pigmentos sobre los extractos de muestra...............cocevvveeet......236
3.2.1 Sistema SPE enliNea ........ovviiiiiiiie i e 236
3.2.2 Sistema SPME en tubo - HPLC Convencional......................... 237



3.3Influencia de los diferentes procedimientos de Extraccion de
pigmentos en la recuperacion de Clo “a” utilizando SPME en tubo-
HPLC Convencional.........cccooie v i e e e ne 0000, 243

3.4Validacion del MEtOdO0 ... ...t e e e e 247
3.4.1 Linealidad, limites de Deteccidén y Reproducibilidad................... 247
3.4.2 RECUPEIACION. .. ..ttt it eee ettt re e e e e e e e e e e e e e e e e e s annnes 250

3.4.2.1 SPME en tubo- HPLC Convencional ..............................250
3.4.2.2 SPME en tubo- HPLC Capilar........ccccceeeiieiiiieeiiiiiieeeiieeiiiinnns 252
3.5ANAlISIS e MUBSTIIAS ...uiniieie e e e e e e e 252

3.5.1 Analisis de Muestras de Agua de Mar- SPME en tubo- HPLC
CoNVENCIONAL ... s 252
3.5.2 Analisis de Muestras de Agua de Reservorio-SPME en tubo CL

CONVENCIONAL .. .u et e e e e e e e e 254

3.5.3 Analisis de Muestras de Mar- SPME en tubo-HPLC Capilar....... 255

3.5.4 Analisis de Muestras de Aguas de Vertido de Depuradora - SPME

en tubo-HPLC Capilar..........cooiiiiiiii e e, 257

A, CONCIUSTONES ...t e e e e e e e e e aes 266
5. Bibliografia.......ocooeiei i 269



INDICE DE TABLAS

Capitulo 2 Parte 1 Revision Bibliografica sobre Hidrocarburos Aromaticos
Policiclicos (HAPSs)

Tabla 2.1 Longitud de onda de Excitacion de los cincos HAPS.............cccooveviienis 56

Capitulo 2-Parte 2 Aplicacion de modelos de CM en la determinacién simultanea
de antraceno y pireno en muestras de agua de consumo mediante espectroscopia

de fluorescencia molecular.

Tabla 2.2 Condiciones Instrumentales en el sistema de Deteccién con
010 .0 18] 1] 0] o= To [0} PP %

Tabla 2.3 Condiciones Instrumentales del Sistema de Deteccion CCD.................... 73

Tabla 2.4 Relacion de la Intensidad de Fluorescencia medio micelar y medio acuoso a
las longitudes de emiSiON MAXIMA. .. .......ie i e e e e e e 79
Tabla 2.5 Parametros analiticos de CU para antraceno y pireno en medio organico,
medio micelar a las longitudes de emision MAaXIMa. .........ccoiiiiiiiie i, 82

Tabla 2.6 Parametros Estadisticos calculados aplicando el modelo PLS1 al antraceno

y el pireno en medio organico y en medio micelar...............ccoiiiiiiiiiiii e e, 88
Tabla 2.7 Valores codificados y valores naturales para el disefio 52......................... 94
Tabla 2.8 Composicion del conjunto de Muestras de Calibracién............................. 95
Tabla 2.9 Composicion del conjunto de Muestras de Validacion.............................95

Tabla 2.10 Parametros Estadisticos calculados por validacion interna aplicando el
modelo PLS1 y PLS2 para el antraceno y el pireno en las mezclas de calibracion en
[ aT=To [ To TN g 1o =] PP ¥
Tabla 2.11 Parametros Estadisticos por validacion externa en las mezclas de validacion

para el antraceno y el pireno en medio micelar, aplicando el modelo PLS1 y PLS2.

10



Tabla 2.12 Valores codificados para una matriz de Doehlert de dos variables.......... 103
Tabla 2.13 Composicion de las muestras del conjunto de calibracién utilizando como
disefio una matriz de Doehlert de dos variables................ccoiiiiii i 104
Tabla 2.14 Composicion de las muestras del conjunto de validacion utilizando como
disefio una matriz de Doehlert de dos variables...............ccooiii i 104
Tabla 2.15 Parametros Estadisticos obtenidos por validacion interna, aplicando los
modelos PLS1 y PLS2 para el antraceno y el pireno en las mezclas de calibracién en
medio micelar utilizando como disefio la matriz de Doehlert..............ccoovviiiiniinnns 106
Tabla 2.16 Parametros Estadisticos calculados por validacién externa aplicando el
modelo PLS1 y PLS2 para el antraceno y el pireno en las mezclas de validaciéon en
TS0 o I 0 o] o 107
Tabla 2. 17 Composicién del conjunto de Muestras de Calibracién disefio 5°........... 110
Tabla 2.18 Pardmetros Estadisticos calculados por validacion interna aplicando los
modelos PCR, PLS1 y PLS2 para el conjunto de muestras de calibracién de antraceno
Y Pireno €n Medio OFJANICO. ... c.uu it ietieeetie eei e eeieeeenee e e e e ennee e e 111
Tabla 2.19 Composicion del conjunto de Muestras de Validacion........................... 112
Tabla 2.20 Parametros Estadisticos calculados por validacion externa aplicando los

modelos PCR, PLS1 y PLS2 para el conjunto de muestras de validaciéon de antraceno y

pireno de €N MEedIO OFGANICO. ... ...t ittt e e e e e e e e e e e aen e ea e 113
Tabla 2.21 Composicion del conjunto de Muestras de Calibracion......................... 117
Tabla 2.22 Composicion del conjunto de Muestras de Validacion..........................117

Tabla 2.23 Pardmetros Estadisticos calculados por validacion interna aplicando los
modelos PLS1 y PLS2 para el antraceno y el pireno en las mezclas de calibracion en
medio organico utilizando un subconjunto de calibracion de 6 muestras.................. 118
Tabla 2.24 Parametros Estadisticos calculados por validacion externa aplicando los
modelos PLS1 y PLS2 para cuatro muestras de antraceno y el pireno en medio
(0] o F= 1o 1o o TP 119
Tabla 2.25 Determinacion de antraceno y pireno en agua potable aplicando el modelo

11



Tabla 2.26 Determinacion de antraceno y pireno en agua potable aplicando el modelo

Capitulo 3 Parte 2 Determinacién de Clo “a” en sistemas acuaticos mediante
fluorescencia molecular y Calibracion Multivariada.

Tabla 3.1 Condiciones Instrumentales Fluorimetro Hitachi F-4500.........................160

Tabla 3.2 Conjunto de Muestras de Calibracion, utilizada para la aplicacion del modelo

Tabla 3.3 Propiedades Fluorescentes de la Clo “a” y la Clo “b” determinadas en
diferentes SOIVENTES. . ...ttt e e e e ne e eaa e ... 108
Tabla 3.4 Porcentajes de Recuperacion de Clo “a” obtenidos en las muestras de Agua
(0 = T PP £
Tabla 3.5 Porcentajes de Recuperacion de Clo “a” y Clo “b” sobre los extractos de
Muestras de Agua de RESEIVOIIO. ........viuitie et it ie e e e reee e eenee e LT6
Tabla 3.6 y 3.7 Parametros analiticos obtenidos, por CU para la Clo “a” y
0 T o P 183

Tabla 3.8 Comparacion entre el método de CCE y de ADS para la Clo “a”y la Clo

Tabla 3.9 Parametros Estadisticos obtenidos, de los modelos PLS1I, PLS1Il y PLS1III,

sobre soluciones unicomponentes de Clo “a” y Clo “b”......ccoeiiii i, 187

Tabla 3.10 Comparacién de los errores RMSECV, RMSEP y RMSEC en los modelos
de calibracion PLSLIY PLSL ..o e e e e e e een2 . 189

Tabla 3.11 Prediccion de Clorofila “a” en muestras de agua de mar, utilizando los
modelos de calibracion CCDY PLS1l.......coiiiiiiiii i e, 191

Tabla 3.12 Prediccién de la Clo “a” y la Clo “b”, en muestras de agua de mar, utilizando
los modelos de calibracion de CCD Y PLSLI.......coiiiiii i e 192

12



Tabla 3.13 Porcentaje de Recuperacion de la Clo “a” y la Clo “b” en las muestras de
agua de mar contaminadas utilizando los modelos de calibracion de CCD y PLS1I,
establecidos para cada analito.............ccoevvieiie i e e a2 193

Tabla 3.14 Parametros Analiticos del Modelo PLS1I, en la prediccion de Clo “a” y Clo

“b”, en muestras de agua de Mar..........cooiiiiiiiiiii e e e e e 193

Tabla 3.15. Prediccion individual, de la Clo “a” y la Clo “b” en muestras de agua de mar,
utilizando el Modelo PLSLIL ... e e e e e e e e e eeeeaenanees 196

Tabla 3.16 Comparacion del error de prediccion relativo RRMSEP (%) en la Clo “a” y la
Clo “b” en las muestras contaminadas, obtenidos por los modelos de calibracion de
CCD, PLS Al Y PLS AL et e e e e s e e e e e e e e et e e e 197

Tabla 3.17 Prediccién de Clorofila “a”, en muestras de agua de mar, utilizando el

modelo PLS1IIl, como modelo de calibracCion. .........ccvovrii i e, 198
Tabla 3.18 Parametros Estadisticos obtenidos del modelo PLS2..............cocoeio. .. 199
Tabla 3.19 Composicion del conjunto de Muestras de Validacion...........................200

Tabla 3.20 Parametros Estadisticos calculados por validacion externa aplicando el

modelo PLS2 para la Clo “a” y la Clo “b”, en las mezclas de validacion...................200

Tabla 3.21. Prediccion Simultdnea de la Clo “a” y la Clo “b”, en muestras de agua de

mar, utilizando los modelos de calibracion PLS2.......ccoo i .20

Tabla 3.22 Aplicacién de los modelos de calibracién sobre muestras reales............ 202

Capitulo 3 Parte 3 Determinaciéon de Clo “a” en sistemas acuaticos mediante

Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC) convencional y Capilar

Tabla 3.23Condiciones experimentales utlizadas para la SPME en tubo-CL

CONVENCIONAL . et e e e e e e e e e e e e 212

13



Tabla 3.24 Condiciones experimentales utilizadas en el Sistema de SPE en tubo con

(o0] 010 ] F= =T 0 0] 0 F= Tox= T - FAN PP 2
Tabla 3.25 Condiciones Experimentales utilizadas en la SPME en tubo -CL capilar...217

Tabla 3.26 Parametros cromatograficos estimados en los cromatogramas de las figuras
1 y 2 obtenidos de la SPME en columna capilar TRB-5 modificando las variables del

tamafo del bucle y volumen de muestra procesado. ..........c.ocvviiiiiiiiiiiiiiiieeaans 225

Tabla 3.27 Optimizacion del tamafio de bucle y volumen de inyeccion, para una
solucion de Clo “a” de 50 ppb, analizada por un sistema de HPLC de pre-columna-

COUMNA ANAITICA. ...t e e e e e e e e e e e e 227

Tabla 3.28 Comparacién de la sensibilidad, alcanzada por el sistema cromatogréfico,
mediante inyeccién directa 'y de vaciado de bucle. ...................c.ccoei el 235

Tabla 3.29 Comparacion de las concentraciones de Clo “a” obtenidas mediante
diferentes procedimientos de extraccion de pigmentos en muestras de agua de mar

contaminadas con €Ste aNalitO. .....o.ovriinii e e 244

Tabla 3.30 Pardmetros Estadisticos obtenidos en los sistemas de Extraccién en tubo
acoplados a CL Convencional y CL Capilar bajo las condiciones experimentales

(0] o] 1] 1.4 7= 1 248

Tabla 3.31 Concentracion de Clo “a” obtenida, en muestras contaminadas, analizadas
por SPME en tubo con bucle TRB-5 de 50uL-CL convencional y analisis por

(S U l6] {1 ol=] o Lo - VI 251

Tabla 3.32 Concentracion de Clo “a” obtenida, en muestras de aguas contaminadas,
mediante analisis con SPME en tubo (bucle de 50uL) -HPLC capilar. Se aplico el
MEtodo de extracCion, LF-0,45. ... e 252

Tabla 3.33 Concentracion de Clo “a” obtenida en muestras de aguas de mar, mediante

el sistema SPME en tubo- HPLC convencional. ..........oooeeir e 253

14



Tabla 3.34 Concentraciones de Clo “a” obtenidas en muestras de aguas de reservorio,
mediante analisis con SPME en tubo con bucle de 50 uL —CL convencional y por

FIUOIESCENCIA. . ... e e e e e e e e e e e e e .255

Tabla 3.35 Identificacion de pigmentos fotosintéticos en muestras de aguas de plantas
depuradora, analizadas por SPME en tubo-CL Capilar...........cccoooviiiiiiiiiiiiiin i, 265

INDICE DE ILUSTRACIONES

Capitulo 1 Marco Tedrico

Figura 1.1 Diagrama de Jablonski............ccooiiiii e 32
Capitulo 2 Parte 1 Revision Bibliografica sobre Hidrocarburos Aromaticos
Policiclicos (HAPS).

Figura 2.1 Estructura Quimica de algunos HAPs.............cooi i e en 2002
Figura 2.2 Espectros de emision de Fluorescencia de los HAPs. ANT, 9,10 DPA, 9,10
BPA, PER Y PIR. e e e 57

Capitulo 2-Parte 2 Aplicacion de modelos de CM en la determinacion simultanea
de antraceno y pireno en muestras de agua de consumo mediante espectroscopia
de fluorescencia molecular

Figura 2.3 Montaje Experimental para medidas de Fluorescencia inducida por un laser
Nd:Yag a una longitud de onda de excitacion de 355NM.............ccceoeviiiiiviiiieennnn. 70
Figura 2.4 Montaje Experimental para medidas de Fluorescencia inducida por una
lampara de Arco de XENON. ......oiiiiie i e e e e e e e ne e e (D
Figura 2.5 Espectro de Fluorescencia de Solucion de soluciones de pireno de I) 100
ppb de concentracién, en los medios organico, micelar y acuoso. Excitacion con laser
Nd-Yag y Il) de 1 ppm en: a) medio organico y b) medio micelar. Excitacion con

lampara de arco de Xendn y deteccién simultanea con CCD. ................ccceeevenen 75

15



Figura 2.6 Espectro de Fluorescencia para soluciones de antraceno, de 100 ppb de
concentracion, en los medios organico, micelar y acuoso. Excitacion con laser Nd-Yag y
deteccion simultdnea con CCD. ..........cciie it e e i e e eei e e eeniee e (O

Figura 2.7. Espectros de fluorescencia para soluciones de antraceno, obtenidos con el
sistema de lampara de arco de Xendn y deteccion simultanea con CCD. ................. 78
Figura 2.8 Espectros de Fluorescencia, obtenidos con PMT para soluciones de
antraceno y pireno de 500 ppb de concentracion, en medio micelar.......................... 80
Figura 2.9 Espectro de Fluorescencia para: I) soluciones de pireno y antraceno de 100
ppb en medio acuoso. La suma del espectro de estas soluciones; y el espectro de una
mezclas de antraceno y pireno a una concentracion de 100ppb de cada elemento. Il)
las mismas soluciones pero en medio organico y a un 1 ppm de concentracion. En |
excitacion con laser Nd-YAG a 355 nm y en Il con lampara de arco de xenon............ 85
Figura 2.10 Pardmetros de CM, aplicando PLS1 para el antraceno en metanol, (a)
grafico de puntuaciones (“scores”), (b) coeficientes de regresion, (c) RMSEC vs factores
0 componentes principales y (d) Correlacién entre valor predicho y valor medido........ 91
Figura 2.11 Parametros de CM, aplicando PLS1 para el antraceno en metanol, (a)
gradfico de RMSEC/RMSEP, (b) Correlacién entre valor predicho y valor medido,
suprimiendo valores anOmMalOS. .........ovuieiie o e e e 92
Figura 2.12 Disefio de Calibracion 5° para un conjunto de calibracién de 25
LU= T P 1
Figura 2.13 Comparacion entre los valores de referencia y lo valores predichos para el
a) Antraceno y b) para el Pireno, aplicando los modelos PLS1 y PLS2 en el conjunto de
25 muestras de ValidaCiOn. ... e e e e e 100
Figura 2.14 Diseflo Matriz de Doehlert para dos variables..................ccccoeeiiiiiinnnnn. 102
Figura 2.15 (a) Espectro de Absorcion del Antraceno y (b) Espectro de Absorcion del
T £ T PPN £ 0 1)
Figura 2.16 Comparacion de los errores de calibracion, validacion cruzada y validacion
externa la determinacion de antraceno, utilizando diferentes modelos de

(or= 11 o] = (o3 [0 ] RS UTR TP 114

16



Figura 2.17 Comparacion de los errores de calibracién, validacién cruzada y validacion

externa la determinacion de pireno, utilizando diferentes modelos de calibracién.

Figura 2.18 Influencia de los modelos de calibracion sobre el error de prediccion

relativo, RRMSEP (%), en la prediccion de antraceno y de pireno..................c....... 115

Figura 2.19 Influencia de los modelos de calibracion sobre el error de prediccion
relativo (RRMSEP (%)) en la prediccion de antraceno y de pireno utilizando los

diferentes conjuntos de calibracion...............cooiiiiiiiii 120

Capitulo 3 Parte | Revision Bibliografica.

Figura 3.1 a) Estructura quimica de las Clorofilas a, by d..........cccoviiiiiii i nnin, 129
Figura 3.1 b) Estructura quimica de las Clorofilac..................coooiii i innnn.... 130
Figura 3.2 Formacion de los feopigmentos de la Clorofila “a”....................oeehl.. 132

Figura 3.3 Diagrama de Energia en los procesos de excitacion y relajacion de la
MoOlecula de ClOrofila...... ..o 133
Figura 3.4 Espectros de absorcion y de fluorescencia molecular de la Clo “a” y la

o Tl o PP 139

Capitulo 3 Parte 2 Determinacién de Clo “a” en sistemas acuaticos mediante
fluorescencia molecular y Calibracion Multivariada.

Figura 3.5 Espectros de Fluorescencia de una solucion de Clo “a” de 500 ppb en
etanol, a un intervalo de excitacion entre 420y 460 NM................cocceeeieevvennnnen. ... 165
Figura 3.6 Espectros de Fluorescencia, para una solucion de Clo “b” de 500 ppb en
etanol, a un intervalo de excitacion entre 420y 460 nm. ...........cccoveiviiiiiineiennnn.... 166

17



Figura 3.7 Espectros de Fluorescencia de los pigmentos extraidos en etanol de la

muestra de agua de mar, en un intervalo de longitudes de onda de excitacion entre 420

Figura 3.8 Espectros de Fluorescencia obtenido a una iexc @ 430nm para: a) Blanco de
la muestra b) Extracto de la muestra en etanol y c¢) Solucion patron de 10 ppb de Clo
“AT BN BLANOL. ... 170
Figura 3.9 Espectros de Fluorescencia de los pigmentos extraidos en etanol a una Aexc
a 430nm desde: a) extracto de muestra en etanol b) extracto de muestra de agua
contaminada con 24 ppb de Clo “a” con sustraccion del espectro de a y c) la solucién
patron de 250 ppb de Clo “@”.......cvvi i e e e n LT
Figura 3.10 Espectros de Fluorescencia obtenidos a una Ae @ 460nm de los
pigmentos extraidos en etanol, provenientes de: a) el extracto de la muestra b)
Solucién patron de 250 ppb de Clo “b” y ¢) extracto de la muestra contaminada con 24
PPD e ClO D . e e e LT 2
Figura 3.11 Espectros de Fluorescencia de los pigmentos extraidos en etanol,
provenientes de la muestra de agua de reservorio, previamente filtradas con filtro de

Figura 3.12 Espectros de Fluorescencia obtenidos a una Aex @ 460nm de los
pigmentos extraidos en etanol provenientes de: a) la muestra b) la muestra de
contaminada con 24 ppb de Clo “b” y c¢) Solucién de Clo “b” de 250 ppb................. 175

Figura 3.13 Espectros de Fluorescencia a Aexc de 430nm para: a) Solucién patrén de
Clo "a” de 250 ppb, b) Solucién patron de Clo "b” de 250 ppb y para los extractos
obtenidos por SPE C-18 desde: c) la muestra d) la muestra contaminada con 38,46 ppb

de Clo "a" y d) la muestra contaminada con 38,46 ppb de Clo "b" ..........................177

18



Figura 3.14 Espectros de Fluorescencia a Lexc de 460nm para: a) Solucion patrén de
Clo"a” de 250 ppb, b) Solucion patron de Clo’b” de 250 ppb y para los extractos
obtenidos por SPE C-18 desde: c) la muestra d) la muestra contaminada con 38,46 ppb

de Clo "a" y d) la muestra contaminada con 38,46 ppb de Clo "b" ..........................178

Figura 3.15 Espectros de Fluorescencia obtenidos a una Ae de 450nm para: a)
solucién de Clo “a” de 500ppb , b) Solucién de Clo “b” de 500ppb, c) Mezcla de solucion
de Clo “a” y Clo “b” de 500 ppb, d) Suma aritmética de los espectros individuales de la
soluciones de Clo “a” y Clo “b” de 500PPbh......ccoiiii e, 185

Figura 3.16 Espectro de Fluorescencia de Mezclas de Clo "a" y Clo "b” y soluciones

patrones de estos analitos a una Aexc de 430NM. ...t 194

Figura 3.17 Espectro de Fluorescencia de Mezclas de Clo "a" y Clo "b” y soluciones

patrones de estos analitos a una Aexc de 460NM. ...t 195

Capitulo 3 Parte 3 Determinacion de Clo “a” en sistemas acuaticos mediante

Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC) convencional y Capilar

Figura 3.18 Diagrama Esquematico de la configuracion para la SPME en tubo. a)

Posicion “Load” (carga) y b) Posicion “inject” (inyeccion)..........cccovviiiiiiiiiievnianinns 211

Figura 3.19 Diagrama Esquematico-Sistema Cromatogréafico de Acoplamiento de Dos

Columnas-SPE en columna empacada.............covvveiieiiiiiiieie i eie e eennenienenn.. 213

Figura 3.20. Seccion de Cromatogramas obtenidos en SPME en tubo -HPLC
(o0 0 1V7=7 g o3 o] o - 1A 224
Figura 3.21 Optimizacion del tamafio del bucle en el sistema SPE en linea-
HPLCconvencional. Los cromatogramas se obtienen realizando una inyecciéon de una
solucion de Clorofila “a” de 50 ppbenetanol............c.ccociviii ... 228
Figura 3.22 Seccion de Cromatogramas para evaluar la inyeccion de la Clo “a”, en el
sistema de SPME €N tUDO-CL........cooi it e e e e e ee e 230

19



Figura 3.23 Optimizacion del volumen de muestra y del tamafio de bucle...............232
Figura 3.24 Optimizacion del porcentaje de agua, afiadido en los extractos de muestra

AN I ZAAS . ..o, 233

Figura 3.25 Optimizacion del procedimiento de inyeccion de muestra sobre la
sensibilidad alcanzada en la deteccidon de Clo “a” en muestras reales (factor de

PreconCeNtraCioN: (L0:1). ..uirie et et e e e e e e e e e 234

Figura 3.26. Cromatogramas de Extractos de Muestra obtenidos con el sistema de SPE

enlinea con bucle de 200 PL.......oeuniiiii i e e e e 237

Figura 3.27. Cromatogramas de Extractos de Muestra de agua de mar, obtenidos con
el sistema SPME en tubo- HPLC Convencional. ...........cccoiiiiiiiiiiiie e e 239

Figura 3.28. Cromatogramas de Extractos de Muestra de agua de mar, obtenidos con

el sistema HPLC, con bucle de 50 pl........coooiiiiiiii e, 240

Figura 3.29 Seccion de Cromatogramas, obtenidos para los extractos de muestras de
agua de mar, utilizando el método de extraccion Empore C-18 y el sistema SPME en
tubo con bucle de 50 pL........oeii i e 240

Figura 3.30 Cromatogramas de Extractos de Muestra, obtenidos con el sistema HPLC,
con bucle TRB-5 de 50 uL con disco empore, ¢-18 (10:0.25). ......ccovvvvvivinininenn ... 242

Figura 3.31 Influencia de diferentes procedimientos de extraccion en la recuperacion de
Clo “a” en muestras de agua de mar calculados desde una muestra contaminada con
1,99 PP dE GO @ ettt e e e 246

Figura 3.32 Correlacién de valores de concentracién de Clo “a” (ug L™) determinada por

SPME en tubo-CL convencional y Fluorescencia, en muestras de agua de mar........ 251

Figura 3.33 Cromatogramas de extractos de muestras de agua de mar, mediante
analisis por el sistema de SPME en tubo-HPLC capilar. a) 430nm y b)660nm........... 256
Figura 3.34 Cromatograma de extracto de muestra de agua de planta de tratamiento,
obtenida por analisis de SPME en tubo-HPLC capilar.............cccccooviiiviiiiinn e, 257

20



Figura 3.35 Seccion de Cromatogramas de extractos de muestra de agua de planta de
tratamiento, obtenida por SPME en tubo-HPLC capilar................cooiiiiiiiiiiiinnnis 259
Figura 3.36 Cromatogramas de extractos de muestra de agua de planta de tratamiento,
obtenida por analisis de SPME en tubo-HPLC capilar. La deteccién se realiza a una Aaps
(0 =2 K0 ] o Y24 010
Figura 3.37 Cromatogramas de extractos de muestra de agua de depuradora, obtenida

por analisis de SPME en tubo-HPLC capilar. La deteccidn se realiza a una Aaps de
Figura 3.38 Cromatogramas de extractos de muestra de agua de planta de tratamiento,

obtenida por analisis de SPME en tubo-HPLC capilar. La deteccion se realiza a una Aaps
(0 L= 0 o 264

21



RESUMEN

La aplicacion de la calibraciéon multivariada (CM) en el area de la quimica analitica,
ha marcado un precedente en el andlisis multi-componente de muestras complejas.
Mediante esta calibracion, es posible interpretar la informacion multivariable
suministrada por diversos analisis quimicos y concentrarla en un pequefio niumero de
variables latentes (componentes principales) que contienen la informacién quimica de
mayor relevancia. Esto ha permitido utilizar técnicas de espectros completos, tales
como espectroscopia de infrarrojo y de absorcion y fluorescencia molecular en la
determinacion cuantitativa de un elevado numero de compuestos en una amplia
diversidad de muestras, ya sea mediante analisis simultaneo o en presencia de otras
especies interferentes. En este sentido, en este trabajo se plante6 el uso de modelos de
CM mediante algoritmos de minimos cuadrados parciales PLS en la cuantificacion
simultdnea de analitos organicos en muestras de agua, mediante fluorescencia
molecular. En una primera etapa del estudio, se realiz6 la determinacion simultanea
semi-cuantitativa de dos hidrocarburos aromaticos poli-ciclicos (HAPS): antraceno (Ant)
y pireno (Pir) en muestras de agua potable. Para la determinacién de los HAPs se
utilizaron tres configuraciones experimentales: a) un laser pulsado Nd-YAG a 355nm
(sistema 1) y b) una lampara de arco de xenon (sistema 2). En ambos casos se registro
la sefal analitica mediante un detector simultaneo CCD. En la tercera configuracion
experimental se modifico el sistema de deteccidn de la fluorescencia inducida por laser
(LIFs), empleando un sistema de integracion boxcar junto con un detector de
respuesta rapida (sistema 3). Para los tres sistemas de medidas, fueron evaluadas las
propiedades fluorescentes de los HAPs en diferentes medios de disolucién: medio
organico, medio acuoso y medio micelar. En el sistema 1, se escogié el medio micelar

y en el sistema 2 la determinacion de los analitos se realiz6 en medio orgéanico.
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Diferentes estrategias fueron utilizadas para la construccion de los conjuntos de
calibracion y validacion empleados en la CM. Se utilizaron disefios multinivel: disefio
factorial 5% matriz de doehlert y planteamiento de conjuntos de calibracién
simplificados, formado por un pequefio numero de muestras. En los conjuntos
anteriores, fueron aplicados los algoritmos de calibracion multivariante con regresion de
minimos cuadrados parciales (PLS): PLS1 y PLS2. El ajuste de ambos modelos de
calibracion y la capacidad predictiva de estos, se evalué mediante validacion cruzada
interna y validacion externa. Los resultados obtenidos por validacion externa indican
que la matriz de Doehlert resulté ser un disefio de calibracibn mas eficiente que el
disefio factorial para realizar la determinacién de antraceno y pireno en medio micelar
por CM. Por otro lado, los mejores valores del error de prediccion relativo (RRMSEP) :
del 5% para el antraceno y 6% para el pireno, fueron obtenidos cuando se utilizé un
conjunto de calibracion y validacion simplificado. Se demuestra entonces que la
construccion del modelo de calibracion influye en la eficiencia del modelo PLS, en este
estudio se obtiene una prediccion satisfactoria de los analitos por validacion externa sin

requerir el uso de un elevado numero de estandares de calibracion.

La aplicaciéon de los modelos PLS1 y PLS2, permiti6 la determinacién semi-
cuantitativa de antraceno y pireno en presencia de la matriz de compuestos inorganicos
de muestras de agua potable, sin separacion previa de los analitos. Se analizaron
cuatro muestras, con el modelo PLS1, se obtienen porcentajes de recuperacion entre el
88 y el 112 % del antraceno y del 88 y 75% para el pireno. En el modelo PLS2, la
recuperacion del antraceno varia del 117% al 84% y la del pireno va desde el 98 al
49%, indicando este ultimo valor una poca capacidad predictiva respecto a esta

muestra.
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En una segunda etapa de este trabajo de investigacion, se desarrollo la
determinacién selectiva de la Clo “a” en sistemas acuaticos. En una primera fase
experimental se utilizd la técnica de fluorescencia molecular y en una segunda fase la

cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

Inicialmente fueron ensayados dos procedimientos de extraccion de pigmentos: a)
método 1F-0,45 y b) método SPE C-18; en el primero se utilizd un filtro de membrana
de nylon de 0,45 um y didmetro de 12mm, como medio filtrante para la retencion del
fitoplancton. En el segundo procedimiento se realiza la extraccion en fase soélida (SPE)
en cartuchos C-18, de los organismos del fitoplancton contenidos en las muestras
analizadas. En ambos procedimientos se utilizé etanol como solvente de extraccion.
Se aplicé el procedimiento de “spiking” sobre las muestras analizadas, para evaluar la
eficiencia de estos métodos de extraccion. Se compard entonces la aplicacion de
modelos de calibracion univariados, curva de calibracion externa y adicion de estandar
con modelos multivariados PLS sobre las muestras “spiked”. Se obtiene que la mejor
eficiencia de extraccion para la Clo “a” fue alcanzada por el método 1F-045, ya que se
obtienen porcentajes de recuperacion cercanos al 100%. Esto indica pérdidas minimas
del analito durante la extraccion y la ausencia de errores sistematicos. No obstante el
método 1F-0,45 no fue eficiente en la extraccion de la Clo “b”. Una pobre eficiencia en
la recuperacion de la Clo “a” y la Clo “b” en las muestras fue obtenida con el
procedimiento SPE C-18. Por otro lado, en todos los casos hay un incremento en la

exactitud del analisis mediante la aplicacion de los modelos PLS1.

Bajo las condiciones Optimas de los procedimientos de extraccion, se realizé la
determinacion selectiva de la Clo “a” por fluorescencia en muestras de agua de mar y
de reservorio alcanzado un limite de deteccién de 1,8 ug L. La concentracién de

Clo “a” encontradas en las muestras se encontré por debajo de los limites de deteccidn.
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En la segunda fase experimental de este estudio, fueron establecidos dos métodos
isocraticos de separacion por HPLC convencional y HPLC capilar para la determinacion
rapida y sensible de Clo “a” en muestras de aguas de mar, de reservorio y de vertido de
depuradora. Por HPLC convencional se alcanzo un LOD de 4 pug Ly por HPLC -
Capilar de 0,46 ug L™. Un aumento en la sensibilidad de la determinacién por HPLC
fue alcanzado, mediante un sistema de pre-concentracién en linea de los analitos, de
micro extraccion en fase sélida (SPME) en tubo en una fase estacionaria de
polidimetilsiloxano (PDMS) de una columna capilar abierta de Cromatografia de gases
(CG), acoplado a ambos sistemas cromatogréficos utilizados. Finalmente, se compar6
la técnica de HPLC convencional con SPME en tubo y la de fluorescencia molecular
en el andlisis de muestras “spiked”, obteniendo un elevado coeficiente de correlacion
entre los métodos de r* de 0,9874. Los resultados obtenidos mediante estas técnicas

permitié validar el método 1F 0,45 como método de extraccion de la Clo “a”.

El siguiente trabajo de investigacion fue presentado en este manuscrito, en una
secuencia de tres capitulos. EI primero corresponde a un marco teérico donde se
presentan conceptos basicos acerca de la CM y la técnica de fluorescencia molecular.
El segundo capitulo se divide en dos secciones: en la primera se presentd una breve
revision bibliografica los HAPs, sus propiedades, técnicas de analisis y algunos
antecentes sobre la aplicacion de CM en la cuantificacion de los estos. En la segunda
seccion se presentan los resultados experimentales obtenidos mediante la aplicacion de
diversas estrategias de CM y fluorescencia molecular en la determinacion de antraceno
y pireno en muestras de agua potable. El tercer capitulo esta dividido en tres secciones:
la primera consiste de una revisién bibliografica del proceso de determinacién de Clo “a”
en sistemas acuaticos. En la segunda seccion se presentan los resultados obtenidos,
mediante el desarrollo de un método fluorométrico y la aplicacion de CM para la
determinacion selectiva de la Clo “a”. En la tercera seccion se presentan los resultados
obtenidos mediante la aplicacién de métodos HPLC en la determinacién de la Clo “a”.
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1 INTRODUCCION

En investigaciones ambientales’ se ha reportado que determinadas sustancias
quimicas a muy bajos niveles de concentracion ya sea a niveles de trazas o del orden
de concentracion de ultra- trazas contenidas en una amplia diversidad de muestras
tales como aire, agua o suelos, pueden producir algun impacto especial sobre el medio
ambiente que los rodea. Este impacto puede estar asociado con efectos perjudiciales
sobre los seres vivos, alteracion del equilibrio de los sistemas biolégicos, problemas
ambientales, etc. Por esta razon, en las investigaciones actuales del tipo medio-
ambiental existe un gran interés en la determinacion de compuestos quimicos en el

orden de las partes por billén e incluso a concentraciones inferiores.

Desde el punto de la quimica analitica la cuantificacion de analitos en cantidades
trazas o ultra-trazas esta sujeta a una serie de limitaciones?, entre las mas importantes

podemos sefialar las siguientes:

¢ Se requiere de procesos de pre-concentracion del analito. Estos
procedimientos aumentan las etapas de preparacién de la muestra, lo que incrementa la
posibilidad de pérdidas y contaminacion del analito, asi como también aumenta la
posibilidad de alteracién de sus propiedades quimicas en la muestra.

¢ A medida que disminuye la concentracion del analito, debe haber un estricto
control de calidad en los reactivos y procedimiento de preparacién de la muestra.

¢ Una inter-comparacion entre los resultados obtenidos en la cuantificacion de
un analito por diversos laboratorios es poco probable, debido a que se obtienen
diferencias significativas en la cuantificacion. Esto es la exactitud en la determinacion de

elementos trazas llega a ser bastante baja.
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¢ Se requiere de técnicas instrumentales que alcancen la sensibilidad requerida
en la determinacién. En general, mientras mas baja sea la concentracion requerida hay

un incremento en el costo de analisis, tiempo de analisis, etc.

Todas estas limitantes influyen de forma significativa en la determinacién de
componentes en cantidades trazas en muestras ambientales. Por otro lado, este tipo de
muestras se caracteriza por poseer matrices complejas con una alta cantidad de
compuestos que suelen producir sendas interferencias durante la determinacion de un
compuesto en particular; presentan una alta variabilidad y a menudo la concentracion

de los analitos esta por debajo del limite de deteccién de los métodos analiticos.

El analisis de muestras ambientales para la determinacibn de compuestos
quimicos especificos en cantidades ultra- trazas resulta un reto a seguir en la aplicacion

de la quimica analitica en el medio ambiente.

La escogencia de la técnica analitica a utilizar para la cuantificacion de un
componente en cantidades trazas en una muestra ambiental estara vinculada
necesariamente al analito y al tipo de muestra como tal. Normalmente se requiere de
técnicas con muy bajos limites de deteccién, una elevada sensibilidad y la posibilidad
de separacion del analito de la matriz. En general las técnicas analiticas que presentan
estas caracteristicas son las cromatograficas bien sea cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC) o cromatografia de gases (CG) acopladas a sistemas de deteccion
de elevada sensibilidad, tales como los detectores de espectrometria de masas,
detectores de fluorescencia en el caso de la HPLC, etc. No obstante estas técnicas
presentan un costo elevado, ya que se necesita disponer de una instrumentacion
analitica sofisticada e invertir bastante tiempo en optimizar las condiciones de
separacion. Ademas en algunos casos el analisis de la muestra requiere que la técnica
sea no destructiva. Estas limitantes hace que se recurra muchas veces a otros tipos de

técnicas analiticas que se adecuen a las exigencias del andlisis de elementos trazas.
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Una alternativa es el uso de las técnicas espectroscopicas en particular de la
fluorescencia molecular® la cual se caracteriza por poseer una elevada sensibilidad con
niveles de deteccién del orden de partes por billon, un amplio intervalo de trabajo de
tres a cinco ordenes de magnitud y una relativa selectividad en la determinacién de
ciertos compuestos. También destaca su simplicidad y la capacidad de procesamiento
de un elevado numero de muestras en poco tiempo. Por otro lado la fluorescencia es

muy Util en el caso en donde no hay disponibilidad de grandes cantidades de muestra.

La principal limitacion que presenta la técnica de fluorescencia es su falta de
selectividad en la deteccion. Esta limitacion se incrementa cuando se realiza el analisis
de muestras complejas tales como las muestras ambientales, mas aun si se pretende

determinar simultdneamente varios compuestos a bajas concentraciones.

La alternativa clasica para resolver la falta de selectividad en la mayoria de los
procedimientos analiticos es la separacién previa de los componentes quimicos puros
antes de analizarlos. Esta separacion suele realizarse generalmente mediante pre-
tratamiento de la muestra para aislar los analitos de los interferentes o si se requiere
que la separacion sea total se utilizan técnicas cromatogréficas. El paso posterior es la

determinacion cuantitativa de los analitos mediante métodos de calibracién univariados.

Una herramienta estadistica que actualmente ha tenido una amplia aplicacion en la
quimica analitica y en especial en técnicas poco selectivas, es la quimiometria’®; la cual
es una disciplina quimica que utiliza métodos matematicos y estadisticos para disefiar o
seleccionar procedimientos de medida y experimentos Optimos y para proporcionar la
maxima informacion quimica mediante el analisis de datos experimentales. En general,
los métodos quimiométricos permiten extraer la informacion requerida sobre los
componentes de interés de las muestras a partir del tratamiento de datos sin

separacion previa de los analitos.
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La calibracion multivariante® (CM) pertenece a los denominados métodos
quimiométricos. En este tipo de calibracién se desarrolla un modelo matemético que
permite extraer la maxima informacion quimica del andlisis de muestras a partir de toda
o gran parte de la respuesta instrumental que éste correlacionada entre si. Se
establecen entonces modelos de calibracion predictivos de una propiedad a determinar

como por ejemplo la concentracion de un analito.

Entre las ventajas de la CM tenemos que: se aumenta la precision del analisis
debido a las multiples medidas instrumentales, permite detectar la presencia de
interferencias fisicas y quimicas desconocidas corrigiéndolas por modelaje matematico,
determinacion simultdnea de los componentes de una muestra en poco tiempo y

disminucion de los costes de analisis.

La CM permite la resolucion de sistemas quimicos complejos aun cuando estén
presentes fuentes de variacion fisicas o quimicas tales como: interferencias, ruido,
desviaciones de la linealidad, sin realizar ningan tratamiento previo a la muestra. En
consecuencia, la CM surge como una alternativa a la falta de selectividad de técnicas
tales como la fluorescencia. Por esta razon se ha incrementado el uso de la
fluorescencia molecular en la determinacion simultdinea multicomponente de
compuestos a niveles trazas en muestras de matriz compleja tales como las muestras

ambientales.
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2 PRINCIPIOS BASICOS DE FLUORESCENCIA

Como consecuencia del proceso de absorcién de un fotén de luz, las moléculas
pasan a un estado excitado de mayor energia, el paso siguiente a la absorcion es la
pérdida de energia absorbida por diferentes mecanismos de relajacion. Las moléculas
se deben relajar de cualquiera de los niveles vibracionales en su estado electrénico
excitado hacia su estado fundamental. Un estado electronico molecular donde los
espines de los electrones estan apareados se denomina estado singlete. Cuando un
electrén del estado fundamental es excitado a un nivel de energia superior pasa un
estado singlete o triplete, en este Gltimo los electrones quedan desapareados®. La
fluorescencia 3, es la emisién que resulta desde un estado singlete excitado al estado
fundamental (6rbital de mas baja energia), que no requiere un cambio en la orientacion

del espin.

En el proceso de fluorescencia ocurren tres etapas consecutivas; estas son: la
excitacion o absorcion, formacion de uno o mas estados excitados, las transiciones no
radiactivas entre los estados excitados por conversion interna y relajacion vibracional y
las pérdidas de energia por emision de la radiacion de fluorescencia, tal y como se
muestra en la figura 1, que corresponde al diagrama de Jablonski’. En este diagrama S,
representa el estado singlete fundamental, mientras que S; representa el primer estado
singlete excitado y S, el segundo estado singlete excitado. Cada uno de estos estados

electrénicos excitados esta asociado a numerosos niveles de energia vibracional.
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Figura 1. 1 Diagrama de Jablonski

En fluorescencia se distinguen dos tipos de espectros: el de excitacion y el de
emision, los cuales reflejan el rango de energia asociado con los estados excitados de
los fluoroforos. Para realizar el espectro de excitacion se mide la intensidad
fluorescente a una longitud de onda fija mientras se varia la longitud de onda de
excitacion, mientras que en el espectro de emisién de fluorescencia se utiliza una
excitacion a una longitud de onda fija y se registra la intensidad de emision en funcion

de la longitud de onda.

La espectroscopia de fluorescencia esta asociada a moléculas que poseen
electrones n deslocalizados que pueden colocarse en los niveles mas bajos del estado
singlete excitado. En sistemas aromaticos poli-ciclicos donde existe un gran nimero de

electrones © disponibles, se obtienen elevadas intensidades de fluorescencia.
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Entonces se emplea la espectroscopia de fluorescencia como técnica de analisis
cualitativo y cuantitativo en moléculas aromaticas o que poseen en sus estructuras
multiples enlaces dobles conjugados con un alto grado de estabilidad por resonancia,

gue denominaremos fluoréforos.
2.1 Instrumentacion para la medicion de Fluorescencia

Para la obtencién de los espectros de fluorescencia molecular, se utiliza un
sistema instrumental, que consta en general de una fuente de excitacion, un filtro o
monocromador de excitacion, el contenedor de la muestra, un filtro o monocromador de
emision y finalmente el detector y sistema de lectura. Las fuentes de excitacién que se
utilizan son lamparas incandescentes (ejemplo halégeno-tunstegno), lamparas de arcos
como las de mercurio y xenon, laser y diodos de emision de luz (led), luego se utilizan
filtros de interferencia o0 monocromadores que permiten la separacion de la longitud de
onda. La muestra es contenida en celdas de cuarzo o de vidrio segun la region del
espectro que se este trabajando; se utiliza otro monocromador o filtro para seleccionar
un rango especifico de emision de la radiacion de fluorescencia. La deteccion de la
fluorescencia se realiza en angulo recto con respecto a la fuente de excitacion con un

detector fotoeléctrico: fotomultiplicador o detectores del estado solido.
2.2 Aspectos Cuantitativos de la Fluorescencia Molecular

Existe una relacion cuantitativa derivada de la ley de Beer, entre la intensidad de

fluorescencia (F,) y la concentracion. Para soluciones diluidas ésta relacion se expresa

mediante la siguiente ecuacion®:

F =(2.3)kl g€, Ic [1]
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Donde ¢ es el rendimiento cuantico del cromaforo, €, es la absortividad molar a Aexc, |

es el camino 6ptico en la muestra, ¢ es la concentracion del analito y k es una constante

que involucra factores instrumentales.

En esta ecuacion se observa que existe una dependencia lineal entre la intensidad
de fluorescencia y la concentracion, la cual se cumple en soluciones diluidas. A altas
concentraciones se producen desviaciones negativas de la linealidad debido a
fendmenos de auto-quenching y auto-absorcion. El auto-quenching resulta del aumento
de las colisiones entre las moléculas y consecuente pérdida de energia por
transferencias no-radiactivas. La auto-absorcion se produce cuando las longitudes de
onda de absorcion y emision se solapan, la radiacion de fluorescencia emitida se

absorbe por la misma muestra, lo que se denomina efecto de filtro interno.

De la ecuacion 1, se observa que la intensidad de fluorescencia también se
relaciona linealmente con la intensidad de excitacion, por lo que se puede aumentar la
sensibilidad del analisis trabajando a altas intensidades de excitacion para asi obtener

altas relaciones sefal/ruido.
3. CALIBRACION MULTIVARIABLE:

La calibracién®, se define como un proceso que permite establecer la relacién
entre la respuesta de un instrumento y la propiedad del analito a determinar, utilizando
un conjunto de muestras representativas. Una clasificacion bastante sencilla de los

métodos de calibracion es la siguiente:

e Univariable-Multivariable: en funciéon del numero de variables de la
respuesta instrumental.

e Lineales-No lineales: segun la funcion que relaciona las variables.

e Directos-Indirectos: si lo parametros de calibracion se calculan en funcién

de los espectros puros o de las mezclas.
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e Clasica-Inversa: en funcion de cudl sea la variable independiente utilizada
(concentracion o sefial analitica, respectivamente).

e Espectro Completo-Seleccion de variables: segun el nimero de variables
utilizadas.

e Rigidos-Flexibles: en los primeros se debe poseer informacion de todas
las especies que contribuyen a la sefial, mientras que en los segundos se tiene

informacion solo del analito que se desea cuantificar.

La calibracién univariable®, es el tipo mas sencillo de calibracién, en esta se
obtiene un solo valor numérico y es la que se aplica principalmente en las
determinaciones cuantitativas tradicionales. Matematicamente se realiza un ajuste de
minimos cuadrados, obteniéndose normalmente una linea recta entre la respuesta del
instrumento y la propiedad a determinar. En este tipo de calibracion se supone que la
respuesta del instrumento se debe solo a una especie quimica de la muestra y se

excluye la presencia de interferencias.

La poca selectividad de algunos métodos tradicionales de andlisis, se puede
resolver mediante la aplicacion de herramientas estadisticas que permiten el paso del
analisis univariado (medidas instrumentales a una sola longitud de onda) a medidas
espectrales (multivariables) con una gran cantidad de informacion. Esto mediante el uso
de algoritmos matematicos que permiten la resolucion de estos sistemas multivariables
de forma eficiente. Este conjunto de herramientas estadisticas se engloban dentro de
los métodos de CM los cuales son parte esencial del analisis multicomponente en

técnicas analiticas pocas selectivas.
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La regresién lineal maltiple (MLR)?, constituye el modelo mas simple utilizado en
CM. Para la MLR hay dos modelos de regresion posible el clasico y el inverso, en el
clasico se supone cumplimento de la Ley de Beer en todo el intervalo de trabajo. La
sefal debida a una muestra es funcion de la concentracion de cada componente por un

coeficiente de proporcionalidad, esta se expresa mediante la siguiente ecuacion:
R= Kjlcl + Kj2C2 +Kj303+Kj4C4 + € [2]

Siendo esta ecuacion valida para una muestra que contenga n componentes, c; es
la concentracion del componente i, k; es el coeficiente de proporcionalidad de cada
muestra, siendo igual al producto de su absortividad molar por el camino 6ptico, e;es el
error aleatorio de la medida. Este es un método de espectro completo, que incluye
mayor informacion espectral que aquellos métodos con menor niumero de variables. La
MLR clasica solo es aplicable en determinaciones simultaneas, si se conocen todos los
componentes que contribuyen a la sefial analitica, no hay efectos de matriz ni
interacciones quimicas o fisicas entre los analitos, el ruido es aleatorio y tiene poca

magnitud.

El otro modelo de la MLR es el de calibracién inversa, en este modelo la
concentracion del analito se modela como una funcion del espectro, a diferencia del
método clasico. La calibracion inversa es Util ya que la concentracién no es una variable
controlada, por lo que no importa si existe interferencias entre las muestras. En este tipo
de regresibn se establecen dos grupos de variables: variables predictoras
(independientes) ("x") que indican la informacion espectral, y variables respuestas ("y")
(dependientes),que se refieren a la concentracion del analito, esto se expresa

matematicamente como:

y = bo+ bix1 +boxo +... +bXx + f [3]
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Cuya notacién matricial para "i' muestras tiene la misma forma pero con distintas
dimensiones en b y en la matriz X que contiene la informacion multivariable de la sefal

analitica.

Este modelo de MLR inversa, se restringe a la aplicacion de métodos donde se
asume que cada variable "Xx" arroja informacién Unica acerca de cada variable "y", Por lo
que si existe colinealidad (correlaciones) entre las variables de la informacion contenida
en X no es posible la estimaciéon del modelo anterior. Ademas también para poder
aplicar MLR es necesario que las muestras de calibracién sean mayores en nimero que

las variables predictoras.

Cuando no es posible aplicar el algoritmo de MLR, se debe recurrir a métodos en
los cuales la informacién relevante contenida en X sea expresada por nuevas variables
gue constituyan el modelo de calibracién. En otras palabras, se plantean los métodos
de reduccion de datos®. Cuya aplicabilidad esta justificada, cuando el nimero de
variables predictoras es mucho mayor que el nUmero de muestras de calibracion; existe
colinealidad: intercorrelaciones entre las variables predictoras (X) y cuando hay falta de

conocimiento sobre el sistema.

Existe una diversidad de métodos de compresion de los datos, pero nos
centraremos en dos métodos especificos: Regresion de Componentes Principales
(PCR) y Regresion por Minimos Cuadrados Parciales (PLS)® estos métodos
inversos, suelen denominarse también método de los factores, debido a que
transforman un alto nimero de las variables originales (X) en un pequefio nimero de
variables ortogonales llamadas factores (variables latentes) o componentes principales,
gue no estan correlacionadas entre si, las cuales son combinaciones lineales de las

variables originales.
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Los primeros factores suelen ser los que contiene informacion util, mientras que
las dltimas normalmente representan ruido, lo cual se pueden descartar y no ser

consideradas en el modelo.

La compresiéon de los datos tal y como mencionamos anteriormente se basa en la
concentracion de la informacién contenida en K variables independientes x' (X1, Xz, ...,
Xk) en unas cuantas variables latentes, simbolizadas con la letra A, llamadas
componentes, registros, factores de regresion o factores (i, to, ..., ta) (A < K); los cuales

son combinaciones lineales de las variables originales(x):

(tl, to, ..., tA)' = hl[Xl, X2, vy Xk)'] [4]

Estos nuevos factores se usan como regresores en la ecuacion de prediccion del

sistema con "|" componentes:

(yl, Yo, .ony yj)' = hz[(tl, to, ..., tA)'] +f' [5]

Simplificando los calculos estadisticos al reducir el numero de parametros del

modelo de calibracion.

Para la PCR el primer paso constituye descomponer las variables X en sus

componentes principales
X=TP' +E=Y . t,p.+E [6]

donde, P' es la matriz transpuesta "loading" (carga), que representa los coeficientes de

regresion de X en T.

Con los factores Optimos escogidos, para describir la matriz X, se puede

representar la matriz de puntuaciones o “scores” T,
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T=XP [7]
Luego la matriz de datos Y se calcula mediante la siguiente expresion:
Y =TB + E [8]

donde B representa los coeficientes de regresion de Y en T; E representa los
residuales, que indican la variacién en X y Y no explicada por la nueva estructura de
los factores A, cuyo origen puede ser ruido en las mediciones, errores del operador,
desviaciones de la linealidad de los datos, etc. Es importante sefialar que a estos
modelos de compresién de los datos, también suelen denominarseles modelos
bilineales dado que X en si misma se modela mediante el producto de dos grupos de

parametros lineales: registros (T) y las cargas (P) mas el ruido E.

Asi, el célculo de los parametros de regresion B para establecer la prediccion se
expresa como:
B=(TT)'T'Y [9]

En este caso, los coeficientes de regresion individuales by no se estiman
independientemente; la razdén es que el problema de colinealidad en X fue resuelto
excluyendo un bajo nimero de regresores o combinaciones de los mismos, quedando T
en funcion de X, asi los coeficientes de regresion son funcién de los parametros

estimados del modelo.

A partir de la matriz de cargas calculadas en la calibracion, para los factores

optimos “A”, se calculan los scores de las muestras de prediccion, T :

T=XP [10]
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A
Se utiliza la matriz de regresores, B, calculada también en la calibracion, junto
con los scores de estas muestras y se calcula la propiedad a determinar en las

muestras desconocidas:

Y =TB [I1]

Las ventajas que se obtienen con la PCR radica en que las variables originales
que en principio eran colineales, se transforman en factores no-correlacionados sobre
los cuales se realiza la regresion, la escogencia de los factores se basa en un analisis
realizado sobre los auto valores que explican un alto porcentaje de la variabilidad. La
principal desventaja de este método es que no considera las variables de respuesta (Y)
cuando construye los componentes principales. Es por ello que la RCP no distingue
entre fendmenos de X relevantes para “y” y fendbmenos de X irrelevantes para Y. Por el
contrario, en el método PLS X y Y se utilizan simultdneamente en la estimacion de los
componentes principales, con el fin de asegurar que los A factores resuman en conjunto

la informacion de X relevante en el calculo de Y.

La regresién de PLS escoge un grupo de variables latentes que realiza una
descomposicion simultdnea de X y Y con la restriccibn de que estas variables
maximicen tanto y como sea posible la covarianza entre Xy Y a diferencia de PCR, las
variables Y se utilizan en la descomposicion bilineal de las variables X. Dado que se
consideran ambas variables este método logra reducir el impacto de grandes, pero
irrelevantes variaciones de X en el modelo de calibracién. Esto Ultimo constituye una de
las ventajas que posee el PLSR y otra de ellas es que cuando se utilizan datos de baja
precision se pueden obtener resultados mas utiles que en RCP, esto es porque la
informacion relevante de Y en X se coloca en los primeros factores. Ademas la

regresion de PLS selecciona automaticamente el nUmero minimo de factores éptimos.
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Sin embargo la PLS presenta ciertas limitantes, relacionadas con el uso
simultaneo de informacion en X y Y, una de estas se relaciona con la ortogonalidad,
dado que como se vera mas adelante el PLS presenta dos vectores de carga (W y P),
los registros obtenidos t pueden estar inter-correlacionados, lo cual requiere regresion
simultdnea de Y sobre todos los registros T, siendo entonces de mas dificil
interpretacion los resultados obtenidos. También se tiene que el ruido en los datos tiene
una elevada tendencia al sobre ajuste del modelo en comparacion con el PCR, lo cual

afecta notablemente la validacion del modelo.

Existen varios algoritmos para realizar la regresion por PLS: El primer algoritmo
propuesto para PLS, fue desarrollado por Svante Wold® y se le denomina PLRS
ortogonalizado, posteriormente Harald Martens® desarrollan otro el cual se le denomina

PLRS no-ortogonalizado.

Se definen dos tipos de algoritmos PLS, PLS1 y PLS2. Se habla de PLS1 cuando
solo se estima una variable dependiente (Y). El PLS2 cuando se estiman varias
variables Y. Cabe sefalar que en PLS1 también se pueden calcular varias variables Y,
pero el calculo se realiza secuencialmente lo cual incrementa el tiempo empleado en los

mismos, mientras que en PLS2 el calculo de todas las variables Y es simultaneo.

La regresion de PLS2 tiene la ventaja de ser mas rapida en los calculos y es muy
atil para un analisis preliminar en los datos de entrada de la calibracion, pero cuando se
tienen relaciones no-lineales entre las variables X y Y o ruidos aleatorios en estas

variables, entonces es mejor usar el PLS1 para cada variable “y”.
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3.1 Construccién de modelos de Calibracién Multivariada:

3.1.1 Definicion del conjunto de Calibracion:

La matriz de variables Y constituye el conjunto de calibracibn empleado en la
CM, de este se conoce la propiedad a determinar, es representativo del sistema en
estudio y debe permitir realizar predicciones futuras sobre un nuevo conjunto de
mezclas. El conjunto de calibracién debe cubrir todo el intervalo de concentraciones, asi
como las posibles interferencias en las muestras que puedan afectar las medidas
experimentales. Por tanto una forma de construir la matriz Y en CM, es utilizar un
disefio de experimentos que cumpla con los requisitos mencionados acerca del

conjunto de calibracion.

3.1.2 Registro de la informacion analitica

La matriz de variables (X) se obtiene directamente de las medidas experimentales.
Dado que la obtencion de cualquier medida experimental siempre esta asociado a un
determinado valor de ruido, debe aumentarse la relacion sefial-ruido a niveles 6ptimos y
asi mejorar la calidad de los datos obtenidos. Esto ultimo puede lograrse aplicando
tratamientos matematicos de pre-tratamiento a los datos originales de la matriz X de la

C.M,, los cuales se mencionaran posteriormente.

3.1.3 Examinar y Re-procesar la data:

Como los datos en la matriz X, la constituye espectros, se pueden aplicar
diversidad de tratamientos matematicos que permitan mejorar la relacion sefal a ruido

(S/R), en las medidas, los empleados en este trabajo experimental son: promediado de
los espectros, boxcar y aumento en el tiempo de integracion.
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a) Promediado de la Sefial:

Este tratamiento implica la suma de un numero repetido de espectros adquiridos.
El promedio de la sefial se obtiene mediante la divisién de esta suma en cada punto por
el nimero total de registros®. La sefial de respuesta se correlaciona con el estimulo que
la produce, cuando se suman continuamente varios registros, la sefial aumenta
linealmente con el niUmero de registros, N, esto es:
S =sefial= kN [12]
Mientras que en el ruido que es de naturaleza aleatoria, la suma de estos aumenta
a una velocidad proporcional a la raiz cuadrada del nimero de registros sumados.
R = ruido= k (N)*? [13]

La relacion sefial a ruido (S/R) aumenta en un factor de N*? (proporcional a la raiz
cuadrada del numero de repeticiones promediadas).

b) Suavizado de la Sefal:

El suavizado de la sefal es un tratamiento de los datos que permite retener
informacion atil sobre la sefial en amplios intervalos, mientras que pequefas
fluctuaciones en la sefial que normalmente se deben a errores aleatorios pueden ser
desechadas. Los datos originales se dividen en varios sub-conjuntos y cada grupo se

utiliza para calcular un valor promedio suavizado de los mismos™°.

En nuestro caso se utiliza el promediado Boxcar, o promediado por grupos, el
espectro se divide en diversos sub-conjuntos de datos (boxcar), los datos espectrales
en cada boxcar se reemplaza por el centroide del mismo, la contribucion del ruido

aleatorio en cada boxcar debe tender a un valor promedio de cero™.
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Mientras mayor sea el numero de puntos en cada boxcar mayor sera la
probabilidad de tener un valor promedio de cero para el ruido aleatorio y por tanto un
mejor valor de la relacién S/R; no obstante esto también origina una gran pérdida en la
resolucion del espectro y una mayor distorsion en los datos. Por lo que el nUmero de

puntos en cada boxcar depende de la aplicacién que tenga.

La aplicacién de modelos de calibracién multivariada, tales como PLS1, PLS 2y
PCR, suelen realizarse normalmente sobre datos pre-procesados y no sobre las
variables originales. El efecto de diversos métodos de pre-procesamiento de los datos>,

son evaluados sobre los modelo de CM empleados.
Los métodos de pre-procesamiento de datos evaluados son:
a) Lano transformacion: donde zj- x;, siendo z; los datos procesados.

b) Centrado de los datos en columna: se calcula la intensidad media (X;)

de cada columna a diferente longitud de onda se sustrae de cada valor x. , siendo la

ij
data transformada: z;=x;-X; . Este tratamiento permite mantener las unidades

originales y equivale a tratar la matriz de varianza-covarianza de las variables

originales.

c) Auto-escalamiento donde los datos centrados se escalan posteriormente,

XX

—8 "V asi se debe obtener
S.

J

dividiendo por la desviacion estandar de la columna (z;=

una matriz donde cada columna tenga media cero y desviacion estandar igual a 1.
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En este pre-procesamiento de los datos todas las variables tienen el mismo peso y
asi si se tiene una variable que tiene una varianza muy alta, ésta no controle el primer
factor escogido por el algoritmo utilizado ya sea PCA o PLS. Como los datos son
espectros, no es conveniente auto escalar los datos, ya que se daria el mismo peso a
variables con baja intensidad ( en donde predomina el ruido) y a los maximos de

intensidad de emision de fluorescencia.
3.1.4 Estimar el modelo

Para la estimacién del modelo bien sea aplicando PLS o PCR, lo primero a
considerar es la escogencia de los factores que representan una combinacion lineal de
las variables originales recogiendo la maxima variabilidad. Ademas debe evaluarse la
capacidad predictiva del modelo de CM, esto es la capacidad de este de predecir
correctamente la concentracion de muestras reales con un ajuste residual lo menor

posible.

Para la seleccion del numero de factores para ser utilizados en el algoritmo de
PLS como para la evaluacion de la capacidad predictiva del modelo, se usa
cominmente el procedimiento de validacién cruzada ©'%; él cual consiste en un
proceso iterativo que consiste en remover sisteméaticamente una de las muestras a la
vez, usando solo las observaciones restantes (N - 1) para la construccion de los
factores latentes; la posterior regresion sobre estos factores permite calcular la
concentracion de la muestra dejada afuera. Las concentraciones predichas se
comparan con las concentraciones conocidas utilizando el Error de Predicciéon de la
sumatoria del cuadrado de los residuales, PRESS (Prediction Error Sum of Squares)

calculado mediante la siguiente expresion:

PRESS = i(yi -y )’[14]
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Donde N es el nimero de muestras, y_ es la concentracién real de la muestra y
1

y es la concentracion estimada por el modelo de la muestra i, el PRESS se calcula de
1

la misma forma, cada vez que un nuevo factor sea afiadido al modelo PLS.

Para seleccionar el modelo éptimo suelen utilizarse tres criterios: el minimo valor
del PRESS, el valor de PRESS minimo local'’, expresado por la ecuacién [16] y el
parametro estadistico F (0=0.05) donde en un pequefio numero de factores el PRESS

no tiene diferencias significativas con el valor del PRESS minimo.

El parametro estadistico F se expresa como:

F= PRESS (k) [15]
PRESS (minimo)

Donde PRESS (k) es el valor que se obtiene en el modelo con los k factores y
PRESS (minimo), es el minimo valor de PRESS que se obtenga. Este criterio, PRESS,
es valido para escoger los factores tanto para la RCP o0 el PLS. Una vez que se
escogen los factores que permiten obtener la dimensionalidad 6ptima del modelo a
calibrarse, debe estimarse el grado de ajuste del modelo a los datos de calibracion, el
parametro estadistico que se utiliza para ello es Mean Square Error of Calibration

(MSEC), que se estima mediante la siguiente ecuacion:
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Donde Y. son los valores de concentraciéon cuando todas las muestras estan
1

incluidas en el modelo, N es el nimero de muestras de calibracion y A es el numero de

componentes principales.
3.1.5 Validar el modelo

Para estimar la bondad del modelo de CM, en la prediccion de muestras distintas a
las utilizadas en el conjunto de calibracion, es necesario un proceso de validacion. La
validacion del modelo debe ser tanto interna como externamente utilizando dos grupos
de mezclas sintéticas de concentracion conocida: el conjunto de calibracion y el
conjunto de validacion o de prueba.La validacion interna se refiere a la validacion desde
el conjunto de calibracién y no representa en si misma una prueba de prediccion. No
obstante ésta generalmente da resultados con mucha informacion atil sobre la

capacidad de prediccion.

La Full cross-validation (Full CV)'°, es el método de validacion interna utilizada,
en esta se repite la calibracion N veces. Cada vez se utiliza una N-ésima parte del
conjunto total de calibracién como objeto de prediccion y se calcula el error MSECV. La
Full CV requiere de mucho tiempo para realizarse en el computador debido al gran
namero de calibraciones repetidas, por lo que una alternativa es realizarla sobre
segmentos del conjunto de calibracion (M) (M<N) y entonces solo calibrar M veces,
probando cada vez alrededor de 1/M parte del conjunto de calibracion. Se estima el
namero de factores 6ptimos para tener una mejor capacidad predictiva entre los objetos
de calibracion., mediante la obtencion de un valor minimo del Mean Square Error of
Cross-Valibration (MSECV).
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La ecuacion que estima el error MSECYV es:
N A 5
(¥,-y)
MSECV =2 [17]
N
También se puede expresar como RMSECV, esto es la raiz del error cuadrado

medio de validacion cruzada (Root-mean-square of cross-validation ).

En la validacion externa el parametro estadistico de mayor importancia es el Mean

Square Error of Prediction (MSEP), el cual se estima mediante la siguiente ecuacion:

También se puede expresar como RMSEP, esto es la raiz del error cuadrado
medio de prediccién.Los parametros de esta ecuacion ya han sido definidos en
ecuaciones anteriores, en este caso Ny se refiere a las muestras utilizadas en el
conjunto de prediccion. Con frecuencia el RMSEP se reporta en términos relativos, esto
es el Relative Root-Mean Square Error of Prediction, RRMSEP (%), que se expresa

mediante la siguiente ecuacion:

RRMSEP (%) =| SMSEP 1109 (19]

Este error se puede calcular tanto para la etapa de validacion cruzada como en la

validacion externa, y, es el promedio de la concentracion predicha por las muestras.
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En la validacion externa suele utilizarse también como indicativo el porcentaje de

recuperacién de muestras contaminadas con su respectiva desviacion estandar.

Finalmente los parametros estadisticos de mayor importancia para la evaluacion
tanto del modelo PLS1 como PLS2, es el numero de factores 6ptimos a emplear, la
varianza explicada segun los factores tanto para las variables X como para las variables
Y, ademds de los errores que permiten estudiar el adecuado ajuste del modelo. El
RMSEC que indica el ajuste del modelo a los datos de calibracion, el RMSECV que es
una medida de la capacidad del modelo de predecir nuevas muestras, el RMSEP que
es el error de predicciéon calculado cuando el modelo de CM se aplica a nuevos datos
(conjunto de validacion externa) donde se conocen valores de referencia, o en términos
del error relativo RRMSEP (%).

3.1.6 Utilizar el modelo

Una vez que se realiza la validacién del modelo y por tanto se obtiene el 6ptimo, el

paso siguiente es la aplicacién del mismo en muestras reales.
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1. Generalidades sobre Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos

Los hidrocarburos aromaticos poli-ciclicos (HAPs)!, constituyen un grupo de
compuestos que estan constituidos en sus estructuras solo por hidrégeno y carbono,
teniendo como caracteristica principal la unién de dos o0 mas anillos bencénicos. Estos
compuestos pueden contener desde cuatro hasta siete anillos aromaticos, ver figura

2.1, los mas comunes son los de cinco y seis anillos aromaticos.

'\H/ﬁ

) A A
e - |

=

8

Antraceno . .
Pireno Perileno
N =4 =4
Fenatreno 9,10-Bis(feniletil)antraceno

Figura 2.1 Estructura Quimica de algunos HAP;

Los HAP; suelen formarse durante la combustion incompleta o pirolisis de materia
organica. Las fuentes de combustibn pueden ser naturales o antropicas. Estos
compuestos pueden ser emanados al ambiente durante la incineracion de desechos,
emision de gases en vehiculos y en otros procesos de combustion de residuos de
carbon, petréleo, etc. Las continuas emisiones de los HAPs al ambiente, hacen que
estos se distribuyan en una amplia variedad de muestras ambientales en un amplio

intervalo de concentracion®?.
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Varios de los HAPs son considerados compuestos cancerigenos. En el organismo
humano los efectos carcinogénicos de estos compuestos se activan por medio de una
enzima, el citocromo P450, presente en el higado®. La enzima incorpora oxigeno a la
estructura del HAP, originando aductos tipo epoxido que reaccionan facilmente con las

bases heterociclicas de la ADN, alterando los genes.

Debido las propiedades carcinogénicas y mutagénicas de los HAPs y su presencia
en el ambiente, estos compuestos constituyen uno de los grupos mas importantes de
contaminantes ambientales. Por esta razén, organismos internacionales tales como la
Organizacion Mundial de la Salud y la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA)° han
regulado el control de estas sustancias en el medio ambiente e identifica 16 de estos
compuestos como contaminantes que deben ser monitoreados de forma prioritaria. La
importancia de la determinacion de los HAPs se fundamenta en el estudio de los niveles

de contaminacion ambiental.

La administracion de salud y seguridad laboral cuyas siglas en inglés son OSHA®,
ha fijado un limite de 0,2 miligramos de HAP por metro cubico en aire (0.2 mg / m®). El
instituto nacional de salud y seguridad laboral, cuyas siglas en inglés son NIOSH’,
recomienda que los niveles promedios en aire para productos de alquitran de hulla en
sitios de trabajo no excedan los 0,1 mg / m®, en un periodo de 10 horas de jornada
laboral. Existen otros limites de exposicion en sitos de trabajos, para sustancias que

contienen HAP tales como carbén, alquitran de hulla y aceite mineral.

Los HAPs poseen baja solubilidad en agua, no obstante estos suelen estar
presentes en sistemas acuaticos. Los intervalos de concentracion tipicos de los HAPs
en aguas subterraneas estan entre 10 y 20 ng L™, en aguas de rios entre 50 y 200 ng L~

'y hasta 100 ug L™ en aguas de desechos®.
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El consejo directivo de la comunidad europea (EU Directive 80/778/EEC)® para la
regulacion de la calida del agua de consumo establece que en aguas potables la
concentracion maxima permitida de HAP; totales es de 200 ng L. Por otro lado, se
recomienda que la concentracion de benzopireno en aguas de consumo no exceda los
0,01 pg /L.

2. Técnicas de determinacion de Hidrocarburos Aromaéaticos Policiclicos

La determinacion de los HAPs, se ha realizado comunmente mediante técnicas

101112y espectroscopicas''*. Entre las técnicas cromatograficas que

cromatograficas
han sido utilizadas tenemos: Cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC),
cromatografia de gases (GC), cromatografia de fluidos supercriticos (SFC) vy

electroforesis capilar (CE).

Las técnicas cromatograficas permiten el monitoreo cualitativo y cuantitativo de los
HAPs de forma individual en muestras complejas con una elevada selectividad y muy
bajos limites de deteccidn (Lods). La Cromatografia de liquidos (LC) se ha empleado en
la deteccion de los HAPs utilizando detectores de absorcion molecular ultravioleta (UV)-
visible y de fluorescencia molecular, obteniéndose mejor resolucién y selectividad en el
analisis. La cromatografia de gases utiliza deteccion de ionizacion a la llama y de

espectrometria de masas (CG-MS)..

Las técnicas espectroscépicas de absorcion molecular UV-visible vy
espectrofluorimetria’®'™, también han sido utilizadas en la determinacién de los HAP
principalmente en matrices acuosas donde los analitos se encuentran en solucion.
Estas técnicas se han empleado considerando su elevada sensibilidad y en algunas de
ellas su selectividad. No obstante, para la aplicacion de estas técnicas se requiere en la
mayoria de los casos un pre-tratamiento de la muestra para limpieza o pre-

concentracion de la misma.
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Entre los tratamientos de la muestra principalmente utilizados para los HAPs
t15 15,16 y

extraccion acelerada por solvente'®, para muestras liquidas: extraccion en fase solida

destacan para muestras solidas: extraccidon Soxhlet™, extraccidn ultrasénica
(SPE)", extraccion liquido-liquido en solventes organicos. Estos tratamientos de
muestras mejora la selectividad y los limites de deteccion del analisis pero incurren en
un excesivo consumo de tiempo, gasto de reactivos, posibilidad de pérdidas de la
muestra y contaminacion de la misma. Posterior a estos pre-tratamientos de muestras,
se puede determinar de forma selectiva los HAPs mediante técnicas cromatograficas

que permiten la separacion de los analitos.

Sin embargo, si las técnicas empleadas son las espectroscépicas, el tratamiento
previo de matriz consigue minimizar sus efectos interferentes, pero sélo se pueden
cuantificar la cantidad total de HAPs y no es posible la determinacion individual de los
mismos debido a las multiples interferencias espectrales que se producen. Para poder
realizar una determinacion cuantitativa individual de cada analito, es necesario realizar

una separacion previa.

La CM'™ representa una alternativa a la poca selectividad de las técnicas
espectroscopicas de absorcidn y de Fluorescencia molecular. En consecuencia resulta
atractiva su aplicacion en la determinacion de los HAPs, ya que el paso previo de
tratamiento de la muestra se minimiza o elimina por completo disminuyendo asi el

tiempo y complejidad del analisis.

La fluorometria'® es una técnica analitica de elevada sensibilidad, limites de
deteccion (Lods) en partes por billén (ppb), con alta aplicabilidad en el analisis de
trazas, de moderada a elevada especifidad y amplio rango dinamico lineal. Por su lado,
la técnica de absorcion molecular UV-Visible presenta menor sensibilidad, (Lod en
partes por millén (ppm)), es menos selectiva que la fluorescencia y el intervalo de

concentracion es de uno a dos 6rdenes de magnitud.
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Dado las ventajas que posee la fluorometria, respecto a la absorcién molecular
UV-Visible, ésta resulta de gran interés en la determinacion de los HAPs. Ademas la
sensibilidad de la fluorescencia es comparable a otras técnicas de analisis de, tales
como CG-MS, HPLC-UV.

3. Relacidén entre la Fluorescenciay los Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos

La fluorescencia de los HAPs se inicia por la absorcion de radiacion de la energia
de los fotones de excitacion en el ultravioleta (UV) lo que produce la promocién de sus
electrones desde el estado singlete fundamental a otros estados singletes excitados de
mayor energia ocurriendo una transicion del tipo - 1*. Posteriormente se relaja el
electron en el nivel vibracional mas bajo del estado singlete excitado al estado
fundamental, emitiendo un espectro de fluorescencia que suministra informacion

cualitativa y cuantitativa.

En la tabla 2.1, se presenta la longitud de onda de excitacion (Lexc) utilizada en la
obtencién del espectro de fluorescencia de algunos de los HAPs que pertenecen al
grupo de los dieciséis HAPs considerados por la EPA como agentes contaminantes de
monitoreo prioritario. Estos son el antraceno, perileno, pireno, 9,10 bis (fenil-etil)

antraceno, el 9,10 difenil antraceno.

Tabla 2.1. Longitud de onda de Excitacion de los cincos HAPs seleccionados.

. - o A de excitacion
Hidrocarburo Aromatico Policiclico

(nm)
Antraceno (ANT) 350
Perileno (PER ) 410
Pireno ( PIR) 317
9,10-Bis (feniletil) antraceno(BPA) 425
9,10-Difenilantraceno. ( DPA) 350
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Los espectros de fluorescencia de estos compuestos? se presentan en la figura
2.2. Se observa la obtencion de espectros de banda ancha muy similares entre si. Esto
incrementa el riesgo de solapamiento de las bandas de fluorescencia cuando se
analizan mezclas. La maxima intensidad de fluorescencia se obtiene a longitudes de
onda muy cercanas entre si, observandose un desplazamiento hacia el rojo para los
sistemas donde existe un mayor grado de conjugacion de los dobles enlaces
(9,10(BPA)). En una muestra compleja que posea en su matriz varios o todos los HAPs
mostrados en la figura 2.2, la cuantificacion individual de alguno de estos no es posible
si no hay una separacidn previa de los analitos. Por esta razon se deberia realizar un
pre-tratamiento de muestra para poder separarlos. Se puede entonces aplicar la
calibracion clasica mediante ajuste lineal entre la sefal de fluorescencia y la
concentracion de las soluciones en el intervalo de trabajo donde se cumpla la ley de

Beer.

1,00E+07 2,50E+05

0,00E+06
3,00E+06 T 2,00E+05
7,00E+06
5,00E+06 T 1,50E+05

5,00E+06 -

4,00E+06 - -+ 1,00E+05

3,00E+06 -

2,00E+06 - —+ 5,00E+04

1,00E+06 -

0,00E+00 T T T T ;

7 " 7 ; 0,00E+00
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

Long(nm)
Antraceno DiPhAnthracene(cycl.) ——Perylene ——9,10-Bis(phenylethynyl) — Pyrene

Figura 2.2 Espectros de emision de Fluorescencia de los HAPs. ANT, 9,10 DPA, 9,10 BPA, PER
y PIR.
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La técnica de fluorescencia molecular aplicada a la determinacion de HAPs en
mezclas, sin separacion previa, solo permite determinar la cantidad total de estos. La
sefal analitica total es aditiva y es producto de la contribucion de todas las especies

que presentan emisién por fluorescencia en la muestra.

La determinacion simultanea de HAPs en una muestra real es posible si se aplica
la CM, ésta herramienta estadistica permite compensar la aplicacion ineficiente de
métodos de calibracién univariados (CU) en muchas técnicas de analisis cuando la
presencia de interferencias bien sean fisicas o quimicas modifican la sefial analitica, lo

que limita la selectividad y linealidad del analisis quimico.
4. Estudios de Fluorescenciay Calibracion Multivariada en HAPs:

Se han reportado estudios que combinan la utilizacién de CM y la fluorescencia en
la determinacion de HAPs en muestras de aguas industriales o de consumo®'%.
Podemos citar algunos trabajos especificos sobre la determinacion de los HAP
empleando fluorescencia sincronizada y CM #2232,

En la fluorescencia sincronizada®, las longitudes de onda de excitacion y emision,
se varian simultaneamente, manteniendo un intervalo constante entre la longitud de
onda de excitacion y la emision. De esta forma, se obtienen espectros de fluorescencia,
con una reduccion de los solapamientos espectrales comparados con los métodos de
fluorescencia clasica. Por otro lado, en todos estos estudios se utilizé el medio micelar
de forma de incrementar la sensibilidad en la determinacién de los HAPs ya que se ha
reportado que en medio micelar se produce un incremento en la intensidad de

fluorescencia de estos compuestos respecto al medio acuoso®' %,
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Entre 1997 y 1998, los investigadores Ferrer, Beltran y Guiteras®'?*, han

publicado varios articulos sobre la determinacion simultanea de 10 HAP (criseno,
fluorantreno,fluoreno, naftaleno, perileno, fenantreno y pireno, antraceno, benzopireno
benzantraceno,) en muestras de agua, empleando CM y fluorescencia sincronizada. En
el primer estudio®', se aplicaron los algoritmos PLS1 y PLS2, en la determinacion
simultanea de HAPs contenidos en varias mezclas. El mejor modelo obtenido, se utiliza
para la determinacion de los HAP en muestras de aguas naturales contaminadas a

niveles de concentracion entre los 4 y 20 ng mL™".

En un segundo estudio®, se comparé tres métodos diferentes de CM , CLS, RCP y
PLSR, mediante la diferencia cuadrada de la media relativa, finalmente los modelos de
PCR y PLSR fueron empleados en determinacién de los HAP en muestras de aguas

naturales, contaminadas a niveles de concentracion entre los 4 y 20 ng mL™,

Posteriormente, utilizando los mismos analitos, se reporto la comparacion entre el
algoritmo de las redes neuronales artificiales (ANN), con los de PCR y PLSR,
obteniéndose que las ANN ofrecen una alternativa valida a otros procedimientos de

calibracién multivariada para el analisis de mezclas complejas?.

Finalmente estos autores®® reportan el uso de varios algoritmos para la
cuantificacion de los compuestos, PARAFAC, PLS1,PLS2, Tri-PLS1 y Tri-PLS2,
empleando tanto el espectro de excitacion como el de emision por fluorescencia , los
mejores resultados se obtuvieron con la aplicacibn de un método de calibracion

multivariada de tres formas (Tri-PLS2).

Andrew y colaboradores?, realizaron también un estudio sobre la aplicacién de
la deteccion por quimioluminiscencia del peroxi-oxalato (PO-CL) en la determinacién de
HAP. Mediante CM, empleando los algoritmos de PCR, PLS1 y PLS2 se cuantifico dos
HAP individualmente en una mezcla sin necesidad de una separacion previa por

cromatografia.
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Otra técnica analitica utilizada para la determinacién cuantitativa de los HAP es la
fluorescencia de angulo variable lineal, un estudio sobre esto lo realiza Amador-
Hernandez y colaboradores® ;realizando la deteccién de seis HAPs en medio micelar
generado por el surfactante no-iénico, éter del 10 laurilo polioxietiieno (POLE). Las
interferencias espectrales entre las sefiales analiticas de los seis HAPs son resueltas
aplicando el algoritmo matematico de calibracion multivariada PLS1, validandose el
modelo mediante la determinacion de los HAPs en muestras de aguas de dos origenes
diferentes (agua proveniente del mar y agua de suministro urbano), obteniéndose

resultados de recuperacion satisfactorios.

En el 2001, Amador- Hernandez y Fernandez?’, reportan la determinacién de
HAP; mediante espectroscopia de fluorescencia inducida por laser. Se aplic6 PLS1

obteniendo informacién semi-cuantitativa sobre los analitos.

En el 2002, O. Debos y colaboradores®, realizaron un estudio de determinacion
mediante fluorescencia sincrénica de HAPs en medio micelar. Ellos evaluaron el efecto
de utilizar un disefio multinivel Plackett- Burman (PB) en la construccion de un conjunto
de calibracién para aplicar un modelo PLS. El conjunto de calibracion PB se comparo
con un analogo colinear, se aplicé PLS sobre estos conjuntos para la determinacion de
seis HAPs. La validacion externa mostré que el conjunto colinear es inapropiado para
cuantificar HAP en muestras reales, pero el conjunto de calibracion PB permite obtener

resultados optimos.
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5. Justificacion y Objetivos

De la revision bibliografica anterior se desprende que la aplicacion de la técnica de
fluorescencia molecular en conjunto con CM en la determinacion de HAPs ha permitido
realizar su determinacién simultanea multicomponente a niveles trazas, en muestras de
agua, obteniendo excelentes resultados de prediccidén. El uso de la CM ha permitido
disminuir el tratamiento de la muestra para la separacion de los analitos. Aunque los
estudios expuestos en la revision anterior suministran un aporte significativo del uso de
las herramientas estadisticas en la CM para la determinacién simultanea de HAPs en
muestras complejas mediante técnicas poco selectivas como la fluorescencia molecular,
no establecen una metodologia clara sobre la construccidén de los conjuntos de
calibracion para aplicar los modelos multivariados y presentan como limitacién principal

el uso de un elevado numero de muestras o estandares de calibracion.

Tampoco se realiza un estudio sobre la influencia del conjunto de calibracién sobre
las diversas etapas de la CM y en la capacidad predictiva de los modelos. Sélo en la

investigacion desarrollada por O.Debos y Col®

, se estudia la influencia del conjunto de
calibracion sobre la aplicabilidad del modelo PLS. En consecuencia, resulta de interés
realizar estudios mas exhaustivos que permitan desarrollar una metodologia de
calibracion fiable, eficaz y sencilla para optimizar el uso de la CM en la determinacién
de HAPs mediante fluorescencia molecular. En este sentido, en este trabajo se plantea
el estudio de diversos conjuntos de calibracion para la aplicacion de modelos
multivariados en la determinacion simultanea mediante fluorescencia molecular de dos

HAPs: antraceno y pireno en muestras de agua.
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Se pretende estudiar la influencia de uso de diversos tipos de diseno multinivel
tales como: disefio factorial, matriz de dohlert, etc; en las diversas etapas de la CM:
construccion del conjunto de calibracion, desarrollo de los modelos de calibracion, la
validacion externa de los mismos y su aplicacién sobre muestras reales. Por otro lado
también se pretende evaluar el efecto del medio micelar sobre la fluorescencia de estos
HAPs utilizando un surfactante no iénico del éter del 10 iso-octil fenil polioxietileno
(Triton X-100).

En una primera etapa de este trabajo, se realizo el estudio de diversos modelos de
calibracion multivariados para la determinacién del antraceno y del pireno en muestras
de agua de consumo, mediante espectroscopia de fluorescencia inducida por laser
(LIFS). Posteriormente en una segunda fase del trabajo experimental se realizé la
determinacién de los HAPs obteniendo la fluorescencia desde una fuente de excitacion
de arco de xendn. En ambos sistemas la emision de radiacion de la fluorescencia se
colect6 mediante fibra Optica y se transportd hacia dispositivos de deteccidn

simultaneos.

El objetivo principal de este trabajo consistiéo en establecer modelos de calibracién
multivariados que permitan la determinacion simultanea e independiente de antraceno y
pireno en muestras de aguas de consumo mediante espectroscopia de fluorescencia

molecular.

Para alcanzar el objetivo principal se plantean los siguientes objetivos secundarios:

1. Optimizar los parametros instrumentales en el montaje experimental para la

medicion de la fluorescencia molecular.
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2. Realizar la calibracién univariada para cada uno de los HAPs en estudio con
el montaje experimental optimizado, calcular las Figuras de Mérito Analiticas y
evaluar el impacto de las mismas en el desarrollo de la calibracion

multivariada.

3. Explorar la  calibracion multivariada en el tratamientos de sefales

instrumentales:

a) Establecer la composicion de las mezclas sintéticas de calibracion
mediante el uso de disefios multinivel y/o mediante escogencia al azar.

b) Estimar el modelo multivariado aplicando los algoritmos PLS1 y PLS2.

c) Establecer la composicién de las mezclas sintéticas de validacion.

d) Validar el modelo multivariado mediante validacién cruzada externa.

4. Determinacion semi-cuantitativa de los HAPs en muestras de agua potable de

consumo.
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1. PARTE EXPERIMENTAL

1.1 Equipos:

1.1.1 Léser Nd: Yag, modelo Minilite 1l, con una frecuencia fundamental a 1064
nm, segundo arménico a 532 nm y un tercer armonico a 355nm. Se utilizé el tercer
armonico (A=355nm) como longitud de onda de excitacién, con un ancho de pulso

de 2-5 nanoseg y frecuencia variable de hasta 15 Hz de repeticion de pulsos.

1.1.2 Lémpara de Arco de Xen6n, modelo LPS 220, Arc Lamp Suply Photon

Technology Internacional.

1.1.3 Joulimetro Piroléctrico Modelo (EM 500), Molectron, sensibilidad nominal
de 9,19 VJ™.

1.1.4 Elementos Opticos:

a. Lente acromatica de 20 cm de distancia focal, Mellest Griot.

b. Lente acromatica de 2 cm de distancia focal, Mellest Griot.

c. Filtro de excitacion: ¢opC1lfiltro pasa banda UV de 300 a 400 nm.
d. Espejo Dicroico para longitud de onda de 355nm.

e. Fibra Optica, modelo ML1705, Ocean Optics.

f.  Fibra Optica, modelo M29L02, Ocean Optics.

1.1.5 Celda de Cuarzo de fluorescencia, modelo Starna de 1cm de paso optico.
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1.1.6 Sistema de Deteccion: espectrometro de Fibra Optica Modelo USB2000,
Ocean Optics. Este espectrometro consta de un monocromador Czerney-Turner
cruzado simétrico de 42 mm de distancia focal de entrada y 68 mm de salida; red

de 300 lineas mm *

, reforzado a 500 nm y rango espectral entre 300 y 1100nm. El
detector consiste de un dispositivo de carga acoplado (CCD) de silicio, modelo
Sony ILX511, de 2048 pixeles, rango espectral entre 200 y 1100nm, sensibilidad

de 75 fotones/cuentas a 400nm y 41 fotones/cuentas a 600nm.

1.2 Reactivos:

Soluciones Estandar de Antraceno (ANT) al 98,1% Pureza y Pireno (PIR) al
98,4% Pureza fueron obtenidos desde la casa comercial Sigma Aldrich. Los solventes
utilizados fueron Metanol grado HPLC al 99,9% Pureza de Mallinckrodt, Chromar HPLC
y Agua Desionizada (18mQ ). Se utilizé el surfactante no —iénico del éter del 10 iso-octil

fenil polioxietileno (Triton X -100) de la casa Merck.

2. METODOLOGIA EXPERIMENTAL.:

2.1 Preparacion de Estandares de calibracion:

Se prepararon soluciones estandar de los HAPs con una concentracion maxima de
143 mg L y 161 mg L™ para el antraceno y el pireno respectivamente, por dilucién de
cantidades conocidas (exactamente pesadas) de cada HAPs en metanol grado HPLC.
Estas soluciones se mantienen refrigeradas a una temperatura de 4° C. Soluciones de
los HAPs puros y una mezcla de ambos, se prepararon a una concentracion de

100 pg L™ utilizando como solvente agua desionizada 18 mQ .

68



Capitulo 2/ CMy Fluorescencia Molecular en la determinacion de HAPs

Las soluciones de calibraciéon de los HAPs se prepararon en dos solventes
diferentes: metanol y un medio micelar. El medio micelar esta constituido por: Triton X-
100 al 3,75x10° M (que corresponde a 40 veces su concentraciéon micelar critica),
metanol 0,5 % en agua desionizada. El intervalo de concentracion de las soluciones
HAPs fue de 0-1000 pg L™, en medio organico y en medio micelar. Estas soluciones se
preparan diariamente por dilucion adecuada de las soluciones estandares

concentradas.
2.2 Preparacion de Estandares de calibraciéon multivariada:

Soluciones multicomponentes de los HAPs, fueron preparadas en medio micelar
mediante dilucion de cantidades conocidas de las soluciones estandares a un volumen
final de 10 mL. Se estableci6 un conjunto de calibracion y uno de validacién
independiente constituido cada uno por 25 mezclas para obtener en total 50 muestras
con diferente valor de concentracion. El intervalo de concentracion de los HAPs se
establecio entre 7 - 71,5 pg L™ para el antraceno y 2-25 pg L™ para el pireno, en las

mezclas de calibracion y validacion.

En medio organico se establecieron diferentes conjuntos de calibracion,
inicialmente se establece uno constituido por 25 mezclas provenientes de un disefio
factorial 5° de este se toma un subconjunto de 15 muestras al azar para establecer un
segundo modelo de calibracion. Para estos dos modelos de calibracion se utilizé un
conjunto de validacién independiente constituido con un total de 10 muestras. De un
tercer conjunto de 10 muestras en medio organico, cuyas concentraciones se escogen
al azar, se escogen seis muestras para el conjunto de calibracion y las cuatro restantes
se establecen como conjunto de validacion. En las secciones sub-siguientes se

presentara la composicion detallada de cada conjunto de muestras.
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2.3 Método Experimental:
2.3.1 Sistema de excitacion con laser Nd- Yag y detector simultaneo CCD.

Los espectros de Fluorescencia de los HAPs, fueron obtenidos utilizando el
montaje experimental que se muestra en la Figura 2.3. El haz de excitacién se genera
desde el tercer armonico (Aemisisn =355nmM) de un laser Nd: YAG, con una energia de
0,600 mJ. Un espejo dicroico para 355 nm y una lente acromatica de 20 cm de
distancia focal dirige y enfoca el haz de excitacion hacia la celda de cuarzo de 1 cm. de
camino optico que contiene la muestra. La fluorescencia emitida se colecta a 90° de la
trayectoria del haz de excitacion mediante una fibra Optica de rango espectral 300-1200

nm. La fibra 6ptica dirige la radiacion hacia el espectrometro.

——> |Lente

Colimadores

Fibra Optica

Sistema de Registro

Figura 2.3 Montaje Experimental para medidas de Fluorescencia inducida por un laser Nd:Yag a una

longitud de onda de excitacion de 355nm.
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2.3.2 Sistema de Adquisicion del registro de la sefial de Fluorescencia con un
sistema de integracion boxcar y detector de respuesta rapida.

En la obtencion de los espectros de Fluorescencia de los HAPs, se realizd una
modificacion en la adquisicion del registro de la sefial. Para ello se utiliz6 como sistema
de deteccidn, un Integrador de Compuerta y un Modulo de Promediado Boxcar, modelo
SR250 Gated Integrator. Un Fotomultiplicador (PMT) Science-Tech Modelo PMH-02 y

un osciloscopio Tektronik, modelo TDS 3032.

El Integrador SR250*, consiste de un generador e Integrador rapido de compuerta
temporal y un circuito de promediado exponencial. ElI generador, se *“triggered”
(sincroniza), interna o0 externamente, para un “delay”, tiempo de espera, desde nano-
segundos a 100 mili-segundos, antes de generar una compuerta temporal continua,
entre 2 nano-segundos a 15 micro-segundos. La integracion de la sefial se realiza
durante la compuerta temporal. La salida del integrador, se normaliza segun el ancho
de ésta compuerta, suministrando un voltaje que es proporcional al promedio de la
sefal de entrada durante el muestreo de la compuerta temporal. La sefial se amplifica
segun la sensibilidad escogida. ElI promediador exponencial, cubre entre 1 a 10.000

muestras.

Las condiciones experimentales utilizadas se presentan en la tabla 2.2. Luego que
el integrador boxcar sincroniza exactamente el tiempo en que se produce la sefial de
fluorescencia inducida por el laser con el tiempo en que se abre la compuerta temporal,
el registro de la fluorescencia se realiza mediante una fibra optica que dirige la radiacion
sobre una rendija de entrada de 250 micrones. Se realizé un barrido espectral entre 350
y 450 nm, con un motor automatico. Finalmente la radiacion pasa a través de la rendija
de salida de 250 micrones y se enfoca sobre el foto-multiplicador. El espectro de
fluorescencia se obtiene mediante un programa donde se controla el rango espectral y

la sensibilidad de la sefal, realizado con el software Lab-View
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Tabla 2.2. Condiciones Instrumentales en el sistema de Deteccion con Fotomultiplicador.

Unidad Parametros Instrumentales

Ancho de compuerta temporal= 60 ns(sefial).
10 ns (referencia).

Integrador SR 250 Averaging= 100 muestras.
Sensibilidad = 5mV (sefal), 200 mv (referencia).

Delay = 100 nseg

Foto Multiplicador  Voltaje= 850V.
Delay = 40 ns

Laser Minilite Il Tasa de Repeticién = 15 Hz, Aemis = 355 nm.

Retardo = 8 seg
Software LAB View.
Rango Espectral = 350-450 nm

AL =1nm

Como se desprende de la explicacion anterior acerca del funcionamiento de un
sistema de integracion Boxcar, el interés principal de la utilizacién de este sistema es la
sincronizacion del tiempo del pulso de excitacién del laser con la adquisicion de la

sefal de fluorescencia inducida por el mismo.

Un integrador boxcar?, es un promediador de canal simple. Se realizan varias
medidas para solo una porcién de la sefial y entonces se obtiene una amplitud
promedio. El detector se sincroniza de forma, que siempre se mide la misma porcién de
la sefial. Como se realizan n medidas y estas son promediadas sobre un mismo
intervalo de la sefal, el valor promedio debe converger al valor promedio de la sefial y
el ruido deberia tener un promedio de cero. La relacion S/R se incrementa en un factor

de la raiz cuadrada del nUmero de muestras promediadas.
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2.3.3 Sistema de excitacién con lampara de arco de xendn laser y detector
simultaneo CCD.

Se sustituy6 el laser Nd-Yag por una lampara de arco de Xenon, como fuente de
excitacion continua y de amplio rango espectral (200 hasta 1000 nm). Esto con la
finalidad de obtener una excitacion eficiente del antraceno y pireno en los diferentes
medios de disolucion.

En la figura 2.4 se presenta el montaje experimental utilizado. El haz de excitacién
se genera desde la fuente de arco de xendn. La corriente de la lampara utilizada es de
4,36 Amp. Una lente acromética de 2,0 cm de distancia focal dirige y enfoca el haz de
excitacion hacia una celda de cuarzo de 1 cm. de camino 6ptico que contiene la
muestra. Se coloca un filtro de excitacion pasa-banda, entre la lente acromatica y la
celda de cuarzo para que la radiacion incidente este en un rango espectral entre 300 y
400nm. La fluorescencia emitida se colecta a 90° de la trayectoria del haz de
excitacion, mediante una fibra éptica ,de rango espectral entre 200-1200 nm, que dirige
la radiacion hacia un espectrémetro Ocean Optics USB 2000. En la tabla 2.3, se

presentan las condiciones experimentales para el sistema de deteccion.

Tabla 2.3 Condiciones Instrumentales del Sistema de Deteccion

Parametros Valor Optimo

Tiempo de integracion 250 ms.
Boxcar 20

Average 20
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ampara de
A )

Filtro
Lente

T~

Colimadores

Fibra Opti(/

Registro

Figura 2.4 Montaje Experimental para medidas de Fluorescencia inducida por una lampara de

Arco de xenon.

3. RESULTADOS
3.1 Espectros de Fluorescencia de Antraceno y Pireno
En las figuras 2.5 1 y 2.5 Il, se presentan los espectros de fluorescencia de

soluciones de pireno de 100 ppb y 1 ppm obtenidos en diferentes medios de disolucion:

medio organico, medio micelar y medio acuoso.
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Se observa en la figura 2.5 |, que la maxima intensidad de fluorescencia del pireno
fue obtenida a 396nm, en los espectros obtenidos en el medio micelar y en medio
acuoso. Mientras que en medio organico no se observa un maximo de intensidad de
emision definido. En los espectros de la figura 2.5 Il, se obtiene el maximo de
fluorescencia a 388 nm. Un incremento en la intensidad de fluorescencia fue

alcanzado, en los especros de las soluciones de pireno en medio micelar.
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Figura 2.5 Espectro de Fluorescencia de Solucion de soluciones de pireno de 1) 100 ppb de
concentracién, en los medios organico, micelar y acuoso. Excitacion con laser Nd-Yag y II) 1 ppm de

concentracion en: a) medio organico y b) medio micelar. Excitaciéon con lampara de arco de Xendén y

deteccion simultanea con CCD.
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En la figura 2.6, se presentan los espectros obtenidos para soluciones de
antraceno de 100 ppb en los diferentes medios de disolucion utilizados. Para el
antraceno los espectros obtenidos en los tres medios muestran claramente un maximo
de emision de fluorescencia a una longitud de onda de 403 nm y la mayor intensidad en

este caso se observa en medio organico.

1600+
1400+ —— Antraceno en medio organico
] —— Antraceno en medio acuoso
1200 Antraceno en Medio Micelar
1000 4
’(; 4
S 8004
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400 +
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Figura 2.6 Espectro de Fluorescencia para soluciones de antraceno, de 100 ppb de concentracion, en

los medios organico, micelar y acuoso. Excitacion con laser Nd-Yag y deteccion simultdnea con CCD.

En la seccion de las figuras 2.7 se presentan los espectros de fluorescencia
obtenidos para soluciones de antraceno, en un intervalo de concentraciones entre 0 y
1000 ppb, disueltas en medio micelar y en medio organico. Estos espectros son

obtenidos utilizando el montaje experimental descrito en la seccién 2.3.3.
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En la figura 2.7 a, se observa que hay fuertes interferencias espectrales entre las
bandas de emision de los espectros de las soluciones de antraceno en medio micelar y
la solucién blanco en el intervalo de concentracion entre 0 y 100 ppb. De hecho no se
observa las bandas correspondientes a la emision de fluorescencia del analito sino las
correspondientes a la solucién del blanco. En consecuencia no se produce un aumento
en la intensidad de fluorescencia en estos espectros. Si se compara con los espectros
obtenidos en etanol, ver figura 2.7 b, en estos se observan las bandas caracteristicas
de emision de fluorescencia de este compuesto con un maximo de intensidad de
fluorescencia a 399 nm. También se observa el incremento en la intensidad de

fluorescencia acorde con el aumento de la concentracion

En la figura 2.7 c, se presenta los espectros de fluorescencia para soluciones de
antraceno en medio micelar entre 100 y 1000 ppb. Se observa que no hay un
incremento apreciable en la intensidad de fluorescencia por el uso del medio micelar
con respecto a los espectros obtenidos para las soluciones de antraceno en medio
organico, ver figura 2.7 d. Las interacciones moleculares que se dan entre el solvente
del medio micelar y el antraceno provocan interferencias tales que solapan la emision
de fluorescencia del analito a bajas concentraciones del mismo. Es probable que se
produzcan fendmenos de relajacion no-radiactivos tales como relajacion vibracional o
conversion interna debido a las colisiones entre el solvente y las moléculas excitadas

desfavoreciendo la emision de fluorescencia del analito®.
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Seccién de Figuras 2.7. Espectros de fluorescencia para soluciones de antraceno obtenidos con lampara de arco de Xenén y deteccién simultanea con

CCD. Las Figuras “a”y “b” corresponden a un intervalo de concentracién entre 0 y 100 ppb, para medio micelar y medio organico respectivamente. Las

figura “c” y “d” corresponde a un intervalo de concentracion entre 100 y 1000 ppb, para medio micelar y medio organico respectivamente..

78



Capitulo 2/ CMy Fluorescencia Molecular en la determinacion de HAPs

En los espectros presentados anteriormente, se observa que tanto para el
antraceno como para el pireno la fluorescencia tiene mayor intensidad en medio micelar
gue en medio acuoso. El incremento de intensidad en medio micelar para cada analito,
se cuantifica a través del factor R |z, que es el cociente entre la intensidad de
fluorescencia del medio micelar y el medio acuoso u entre el medio micelar y el medio

organico. En la tabla 2.4 se muestra el factor R calculado para cada analito.

Tabla 2.4 Relacion de la Intensidad de Fluorescencia medio micelar y medio acuoso a

las longitudes de emisibn maxima.

Compuesto  Lemision RiF
maxima
Antraceno 403 3,5
399 1*
396 5
Pireno
388 10*

* Obtenidas con la fuente de excitacion de lampara de

Arco de xenén, relativo a medio organico.

Para el antraceno hay un incremento de 3,5 veces y para el pireno de 5 veces.
Esta tendencia corrobora resultados previos reportados, de incremento en la intensidad
de fluorescencia en medio micelar'***!*. Este hecho se atribuye a que las micelas
protegen el estado singlete excitado de los fluor6foros con lo que se produce un
aumento en el rendimiento cuantico de fluorescencia, desfavoreciendo los procesos de
relajacion no-radiactivos. No obstante, cuando se utiliza la fuente de excitacién de
lampara de arco de xendn en el antraceno no se registra un aumento en la intensidad
de fluorescencia del medio micelar respecto al medio organico, mientras que para el

pireno el incremento es de diez veces.
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3.1.1 Espectros de Fluorescencia de Antraceno y Pireno obtenidos mediante
sistema de deteccion con fotomultiplicador (PMT).

En la figura 2.8, se presentan los espectros de fluorescencia obtenidos para las
soluciones de antraceno y pireno en medio micelar a una concentracion de 500ppb,
mediante el uso del sistema deteccion con PMT. Estos espectros fueron obtenidos
utilizando el disefio experimental de la seccion 2.2.3. Se observa que para el pireno se
obtienen tres bandas, cuyos maximos de emisién se ubican a 372,385 y 404 nm.
Mientras que para el antraceno, las bandas presentan su maxima emisién a 379,403 y
425 nm.

Con respecto, a los espectros de emision de fluorescencia mostrados en las
figuras 2.5, 2.6 y 2.7 donde se observa un maximo de emisién para cada compuesto,
podemos decir que el maximo de emision de fluorescencia obtenido con el detector
simultédneo, es producto de la contribucion de los tres maximos de emision observados

para cada analito, cuando se utiliza el PMT.

40

antraceno (500 ppb)

304 pireno (500 ppb)
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T T T T T T T T
360 380 400 420 440
A (nm)

Figura 2.8 Espectros de Fluorescencia, obtenidos con PMT para soluciones de antraceno y pireno de

500 ppb de concentracion, en medio micelar.
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Segun los resultados obtenidos en esta seccion, podemos afirmar que el uso del
surfactante no-ionico triton X-100 y el medio micelar en si presentan una influencia
diferente sobre la sefial de fluorescencia segun el HAP. En nuestro estudio es
adecuado el uso de medio micelar en la determinacion de antraceno y de pireno en
medio micelar cuando se utiliza el laser Nd-Yag a 355nm como fuente de excitacion.
Mientras que el uso de medio micelar es adecuado para el pireno, pero no para el

antraceno, cuando se utiliza la lampara de arco de xenén como fuente de excitacion.

3.2 Calibracion Univariada (CU) de los HAP:

Se aplico regresion lineal entre los datos espectrales de fluorescencia obtenidos
mediante tres sistemas de medicidn experimental y la concentracion de soluciones de
antraceno y pireno disueltas en medio organico y en medio micelar. En la tabla 2.5, se
presentan los parametros analiticos obtenidos por CU. Se observa que el antraceno es
la especie con mayor sensibilidad respecto al pireno, dado el elevado valor de la
pendiente de calibracion y los bajos limites de deteccién obtenidos en todos los
sistemas. Para el sistema experimental |, se observa que el intervalo dinamico linear
(IDL) para el antraceno y el pireno, en medio organico es de 5 a 1000ppb, mientras que
en medio micelar este intervalo disminuye para el antraceno de 5 a 100 ppb y para el
pireno de 5 a 50 ppb. El error estandar de regresion (Syx) obtenido es elevado,
principalmente para el antraceno en medio organico, esto indica una pobre precision en
la medicién de la sefial analitica mediante el sistema experimental 1. Esto debido a
que, la sefal de fluorescencia obtenida mediante el espectrémetro simultaneo; se
registr6 como el promedio entre la méaxima fluorescencia emitida por el analito (cuando
el pulso de excitacion incide sobre la muestra) y el minimo valor de la sefial (en el
instante en que el pulso no excita la muestra), sin posibilidad de discriminar entre

ambas respuestas gue resultan de una excitacion pulsada del analito.
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Tabla 2.5 Parametros analiticos de CU para antraceno y pireno en medio organico, medio micelar a las longitudes de emision

maxima.
Medio Medio Medio Medio Medio
Parametros Orgénico | Micelar | Orgénico Il Micelar 11 Micelar 111
Antraceno Pireno Antraceno Pireno Antraceno Pireno Pireno Antraceno Pireno
N 9 9 5 4 11 5 4 9 9
Aemismax(NM) 402,16 397,51 402,94 395,19 399 388 388 379 372
IDL 5-1000 5-1000 5-100 5-50 170-1000 300-1000 220-1000 5-800 5-1610
(ppb)
Pendiente 12,489 + 0,674 + 6,45 + 2,57+ 0,179 + 0,017 + 0,145 + 0,155 + 0,0546 +
(ng L'l) 0,295 0,023 0,34 0,15 0,003 0,001 0,007 0,016 0,0004
95,75 +
Intercepto 107,97 + 138,94 959 25+18 74 +4 14 +1 16+ 1 223+5 46+ 1 1,28 £0,23
Error 313 22 26 5 3,08 0,53 3,18 5 0,5837
Tipico (Syx)
R? 0,9970 0,9936 0,9918 0,9936 0,9989 0,9928 0,9952 0,9797 0,9979
(Lods) 0,38 7 0,73 1,83 52 93 66 5 14
(ppb)a

% Los Lods se calculan como 3*Sy
La condicion | se refiere a la excitacion con laser Nd-Yag a 355 nm y detector CCD La condicion Il se refiere a la excitacion con lampara de arco de xenén y

detector CCD. La condicién Il se refiere a la excitacion con laser Nd-Yag a 355 nm y detector PMT.
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Los parametros de calibracion obtenidos por el sistema experimental Il, indican
gue se produce un incremento notable de la sensibilidad en la determinacion del pireno
en medio micelar respecto al medio organico. Por otro lado una sensibilidad similar es
alcanzada entre la determinacién de antraceno en medio organico y del pireno en medio
micelar. Se evidencia asi que el uso del medio micelar favorece la determinacion del

pireno mediante la técnica de fluorescencia molecular en este sistema experimental.

En los resultados obtenidos por CU con el sistema de PMT, se obtiene un menor
error estandar de regresion respecto al que se alcanzé con el detector simultaneo. Esto
indica que se disminuyen los errores aleatorios en el registro de la sefial analitica y por
tanto aumento la precision del sistema. Se observo en este sistema, un incremento
notable en el IDL tanto para el antraceno, 5 a 800 ppb, como para el pireno, 5 a 1610
ppb. Los Lods obtenidos con este sistema de deteccion con PMT son mayores a los
gue se obtienen con el detector simultdneo. Por tanto, se obtienen una menor
sensibilidad en la determinacion del pireno y el antraceno con este sistema

instrumental.

Segun los resultados anteriores, se evidencia que el uso de dos sistemas
diferentes de deteccidon de la sefal de fluorescencia, no permite mejorar la sensibilidad
en la determinacion del pireno ya que esta es inherente a la Aexc Y poOr tanto a la fuente
de excitacién. El uso de una lampara de arco de xendn para la excitacion, no registré un
incremento en la sensibilidad de los analitos. Esto debido a la alta intensidad de
energia suministrado por el laser Nd-YAG. No obstante se optimizé la excitacion del
pireno a su longitud de onda de excitacidn caracteristica, mediante el uso de la lampara

de arco de xendn.
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3.3 Aditividad de las sefiales de Fluorescencia :

En la figura 2.9 1 y I, se presentan los espectros de fluorescencia individuales de
soluciones de antraceno y pireno, el espectro obtenido al sumar los espectros
individuales de los analitos y el espectro experimental de fluorescencia de una mezcla
de estos analitos a esta misma concentracion. En la figura 2.9 | las soluciones estan en
medio acuoso y su concentracion fue de 100 ppb, los espectros fueron obtenidos
utilizando el montaje experimental descrito en la seccion 2.3.1. En la figura 2.9 Il las
soluciones estan en medio organico y su concentracion fue de 1 ppm, en este caso los
espectros fueron obtenidos utilizando el montaje experimental descrito en la seccién
2.3.3. En estas figuras se observa claramente el solapamiento de los espectros en el
rango espectral de emisién de fluorescencia de los analitos en estudio. Siendo muy
cercanas las longitudes de onda de emision maxima de los analitos: 396 nm para el
pireno y 403 nm para el antraceno, ver figura 2.9 |, 388 para el pireno y 399 para el
antraceno, ver figura 2.9 Il. La determinacion cuantitativa de estos analitos en mezclas

por CU estara fuertemente afectada por las interferencias espectrales mostradas.

Por otro lado se observa en la figura 2.9 I, que la sefal de fluorescencia medida
experimentalmente para la mezcla es mayor que la observada cuando se suman los
espectros de las soluciones individuales de los analitos. Esto hace suponer la presencia
de efectos interferentes (sinérgicos o de interaccion entre los analitos) que influyen
sobre la sefial de fluorescencia total en la mezcla. Mientras que en la figura 2.9 1l el
espectro referente a la mezcla coincide casi perfectamente con el espectro obtenido por
la suma de los espectros individuales de los HAPs. Esto indica que en este Ultimo caso,
existe aditividad entre las sefiales de fluorescencia y que es posible aplicar la CM para

la determinacion simultanea de los dos HAPs en mezclas.
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Figura 2.9 Espectro de Fluorescencia para: 1) soluciones de pireno y antraceno de 100 ppb en medio
acuoso. La suma del espectro de estas soluciones; y el espectro de una mezclas de antraceno y pireno a
una concentracién de 100ppb de cada elemento. 1) las mismas soluciones pero en medio organico y a
un 1 ppm de concentracion. En | excitacion con laser Nd-YAG a 355 nm y en Il con lampara de arco de

xenon.

Segun los resultados obtenidos la aplicacion de CM mediante el sistema
experimental con laser Nd-Yag se vera mas sujeta a efectos de no-linealidad entre los
datos espectrales, que en el sistema donde se utiliza la lampara de arco de xenén como

fuente de excitacion.
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3.4 Calibracién Multivariada de los HAPs/ Sistema de Excitacién con Laser
Nd-YAG.

3.4.1 Aplicacion del algoritmo PLS1 en las soluciones unicomponentes
de los HAPs:

El intervalo de concentraciones de las mezclas de CM, se determind en base al
rango dinamico lineal presentado por los analitos en la CU. Para las soluciones
unicomponentes se aplicé el algoritmo PLS1, para ello se toma como unico vector Y, la
concentracion individual de los analitos y como matriz X sus respectivos espectros. Este
algoritmo® permite cuantificar de forma independiente el vector Y (concentracién del
analito) en funcion de muchas variables X, utilizando informacion espectral que puede
ser importante para el ajuste del modelo de calibracion, la cual se suprime en CU a solo

una variable (intensidad de fluorescencia a la longitud de onda de emisién maxima).

Durante la adquisicion de los espectros de fluorescencia, se utilizaron dos
tratamientos matematicos que permiten obtener un aumento de la relacion sefal a
ruido. Estos tratamientos fueron el promediado conjunto de la sefal y el suavizado de la
misma, mediante el promediado Boxcar® o promediado por grupos®. Para el promediado
conjunto de la sefal, se realiza la adquisicién de veinte espectros continuos en un
intervalo constante de longitudes de onda, luego se calcula el promedio punto a punto
de estos espectros. En el promediado Boxcar, los datos espectrales se suavizan
tomando sub-conjuntos de veinte datos adyacentes, reemplazando estos por el
centroide de los mismos. Se supone que la sefial analitica varia sélo lentamente con el
tiempo y que el promedio de un nimero pequefio de puntos adyacentes es una medida
mejor de la sefial que cualquiera de los puntos individuales. En el promediado por
grupos se pierde informacion espectral, su utilidad se limita a sefiales complejas que

cambian rapidamente en funcion del tiempo.
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Experimentalmente tanto el promediado de la sefial como el promediado en
conjunto, se realiza con el software del espectrémetro, en tiempo real, es decir, a
medida que los datos se obtienen. Estos dos tratamientos matematicos, se utilizaron en

todos los datos espectrales obtenidos en nuestro trabajo experimental.

Para mejorar los resultados de prediccion en el modelo PLS1, se utilizaron algunas
estrategias en el tratamiento de los datos tanto en el vector Y como en la matriz X,
primero: el pre-tratamiento de la datos mediante centrado en la media, segundo:
escogencia de una regién espectral con un nimero de variables en X estudiadas de
forma tal de suprimir informacion irrelevante para el modelo, se escogio la region entre
300 y 700 nm (ver figura 2.8 1 ) donde se observa un maximo de emision de la
fluorescencia molecular para los analitos en estudio, el nimero total de variables en X

fue de 524 valores.

Los resultados obtenidos por el modelo PLS1, para el antraceno y el pireno en
dichos medios, se muestran en la tabla 2.6. Con este modelo se obtiene, que tanto para
el antraceno como para el pireno en medio organico los datos fueron modelados con
dos factores y para el pireno en medio micelar se modela con cinco factores. Como son
soluciones uni componentes se espera que el numero de factores sea igual a la unidad,
porque se deben tener tantos factores como numero de especies presentes en la
muestra siempre que se cumpla que el intervalo de trabajo la relacion entre la sefial de
fluorescencia y la calibracion sea lineal®. La inclusién de més factores generalmente es
para describir (modelar) la influencia de relaciones no lineales en los datos,
provenientes bien sea de interacciones quimicas o de respuestas no lineales del

detector o también para explicar una mayor variabilidad en la misma.
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Tabla 2.6 Parametros Estadisticos calculados aplicando el modelo PLS1 al antraceno y el

pireno en medio organico y en medio micelar.

Parametros Medio Organico Medio Micelar

Antraceno Pireno Antraceno Pireno

NUumero de Muestras (n) 9 8 8 8
Rango de Variables X (300-700) nm
PC 4 2 2 5
Porcentaje de Matriz X 99,46 99,38 98,79 99,89
Varianza Vector Y1 Antraceno 98,27 - 99,66 -
Explicada (%) Vector Y2 Pireno - 99,24 - 83,95
Coeficientede  cyjipracisn 0,9997 09997  0,9993 0,991
Determinacién R?

Validacién 0,9920 0,9936 0,9979 0,9114
RMSEC (ppb) 6 16 10 12
RMSECYV (ppb) 36 35 18 124
RMSECV (%) 17 10 8 -

Debe considerarse también que el nUmero 6ptimo de factores para un modelo de
CM se obtiene cuando el valor del RMSECV alcanza un minimo*. Entonces se debe
optimizar el modelo escogiendo un nimero de factores tal que ni se sobre ajuste los
datos de calibracién (demasiado factores), reteniendo una gran cantidad de informacion
irrelevante relativa al ruido, o que el modelo sea subestimado (pocos factores).
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Los factores escogidos en casi todos los casos describen aproximadamente el
99% de la variabilidad en los datos tanto en la matriz X como en los vectores Y1y Y2
(% Varianza Explicada total), con lo que solo el 1% remanente debe corresponder a
informacion irrelevante para el modelo (ruido). Estos altos porcentajes de varianza total
explicada, indican que el modelo aplicado ajusta correctamente los datos de calibracion
y que este debe ser capaz de predecir adecuadamente nuevos datos. Para el pireno en
medio micelar el porcentaje de varianza explicada en el vector Y2 es del 84%, esto
indica que este modelo describe solo el 84% de la variabilidad en los datos de
calibracion para el pireno, mientras que el 16% corresponde a ruido o error. En este

caso no existe un buen ajuste de los datos de calibracién por este modelo.

La similitud entre los errores de calibracion (RMSEC) y validacion (RMSECV) es
un indicativo de la robustez del modelo multivariado’. En la tabla 2.6 se observa que
existe mayor similitud entre los valores de error de calibracion y validacion para el
pireno en medio orgénico y el antraceno en medio micelar, observandose diferencias
mas notables en estos errores para el antraceno en medio organico y en mayor
magnitud para el pireno en medio micelar. Esta ultima tendencia indica que no hay un
ajuste adecuado en los datos de calibracion, pudiendo haber un sobre ajuste de estos,
lo cual sucede principalmente cuando muestras diferentes o con respuestas diferentes

al modelo son incluidas en los subconjuntos de calibracion y de validacion.

Es importante sefialar que en el caso del pireno en medio micelar los factores
escogidos (cinco) indican un sobre ajuste del modelo. En vista de la evidente falta de
robustez del modelo en el pireno en medio micelar se tiene que el error de prediccion
relativo RMSECV (%) no se reporta porque arroja un valor mayor al cien por ciento con
lo cual no se obtiene resultados de prediccion satisfactorios. Para el resto de los casos
el RMSECV (%) presenta valores bastantes aceptables siendo el del antraceno en

medio organico ligeramente mayor.
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Los resultados anteriores muestran algunas inconsistencias con respecto al ajuste
de calibracién, por lo que un analisis mas exhaustivo de los parametros de la CM
permite una mejor interpretacién del modelo y por tanto la optimizacion del mismo. Para
la mejor comprension de la escogencia de los factores o componentes principales (PC),

se requiere presentar algunos resultados del modelo de CM.

En la figura 2.10 se presentan los resultados obtenidos al aplicar el modelo PLS1
para el antraceno en metanol. La figura 2.10 (a) corresponde al grafico de puntuaciones
o de “Scores” para dos PC sugeridos por el modelo, este grafico presenta la distribucion
de las muestras y se puede identificar diferencias 0 semejanzas entre las mismas. La
distribucion de las muestras es practicamente una distribucion creciente de tendencia
lineal, observandose mayores semejanzas entre las muestras m1 y m4. Las muestras
de 5 a 8 van en una tendencia lineal de incremento y por ultimo la muestra 9 resulta
diferente a todas las demas, la distribucién que se muestra es la esperada ya que en las
muestras originales la concentracion del analito va incrementdndose desde ml1 a m9
con un relacion lineal de la sefial de fluorescencia con la concentracion. Del gréafico de
scores es evidente que la m9 presenta un comportamiento anémalo en relacion a las

otras por lo que es posible suprimirla del modelo de forma de optimizar el mismo.

En la figura 2.10 (c) se muestra la tendencia que presentan los errores RMSEC y
RMSECV con respecto al numero de los factores, se observa una disminucion de
ambos hasta alcanzar un valor minimo y luego el incremento de estos, el nUmero de
factores 6ptimos segun este grafico es de 4 componentes principales donde el valor de
RMSECV es minimo. El valor de RMSEC tiene siempre tendencia al menor valor
posible porque este se calcula en relacion al niamero de factores incluyendo mayor
variabilidad en la data, por tanto a mayor niumero de factores menor sera el valor del
RMSEC.
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Figura 2.10 Parametros de CM, aplicando PLS1 para el antraceno en metanol, (a) gréafico de
puntuaciones (“scores”), (b) coeficientes de regresion, (c) RMSEC vs factores o componentes principales

y (d) Correlacion entre valor predicho y valor medido.

Para optimizar el Modelo PLS1 de antraceno en metanol, se suprime la muestra
m9 como un valor anomalo y se realizé un nuevo ajuste del modelo PLS1, obteniéndose
los resultados mostrados en la figura 2.11. Se observa que el numero de factores
disminuye a 1, que es donde el valor el RMSECV alcanza un minimo esto se refleja en
un mejor valor del RRMSECV(%) el cual disminuye al 11% y por lo tanto un mejor

ajuste del modelo con un menor nimero de factores.
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Figura 2.11 Parametros de CM, aplicando PLS1 para el antraceno en metanol, (a) grafico de

RMSEC/RMSEP, (b) Correlacién entre valor predicho y valor medido, suprimiendo valores anémalos.

Realizando un estudio similar, para el analisis del pireno en medio micelar, se
obtiene un valor de RMSEC= 10,91 y de RMSECV= 17,15 para el modelo PLS1,
indicando la robustez del mismo. Se suprimen las muestras de calibracion de mayor
concentracion (m6 a m8).El error relativo de prediccion RMSECV (%), en este caso es
de un 44%, aunque no es un valor del todo 6ptimo para la prediccion de nuevas

muestras es mejor al del modelo anterior que excedia un valor del 100%.

3.4.2 Construccion del Modelo de Calibracion y de Validaciéon utilizando un

diseno factorial Multinivel:

Se utilizé un disefio multifactorial 52, para un total de 25 muestras de calibracién
ver figura 2.12. Se escogi6 un disefio full factorial®?, porque en estos cada nivel de cada
variable de disefio se estudia en igual nUmero de veces en combinacion con cada nivel
de la otra variable de disefio, esto implica que se establece un perfecto balance entre
los niveles de las variables del disefio. Como lo que interesa es cubrir un amplio rango
de concentraciones (niveles) y sus interacciones en las mezclas de los HAPs, este tipo
de disefio es de gran conveniencia. Dado que el disefio factorial es ortogonal, es decir,
se construye de tal forma que no existe correlacion entre los factores experimentales,

es aplicable para calibracién con PLS*.
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Figura 2.12 Disefio de Calibracién 5% para un conjunto de calibracién de 25 muestras.

Los valores codificados para el diseiio multinivel de cinco niveles y dos factores
son los siguientes: (-2, 2, 0, 1,2). La ecuacién que correlaciona el valor codificado con
los valores naturales es la siguiente:

C...-C. .
(:ij = (:0ij + xij (M) [1]
L-1
Donde:

Coaxj = €s €l valor maximo de concentracion del constituyente j.

C.inj = €s el valor minimo de concentracion del constituyente j.

Co; = es el valor medio del rango de concentraciones.

C; =eslaconcentracion del constituyente j para la mezclai.

X; = es el valor codificado de la concentracion del constituyente j para la
mezcla i.

L = es el nimero de niveles de la concentracion.
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En la tabla 2.7, se presentan los valores codificados y los valores naturales del

disefo para el antraceno y el Pireno:

Tabla 2.7 Valores codificados y valores naturales para el disefio 5

Valor Codificado Valor natural

Antraceno Pireno

-2 7 2
-1 23,13 7,75
0 39,25 13,5
55,38 16,38
2 71,5 25

(N-1)

La matriz total del disefio se obtiene por permutaciones ciclicas de -1 veces,

donde N = es el numero de experimentos (mezclas) y por la adicion de una fila del

mas bajo nivel tanto para el Antraceno como para el Pireno.

En las tablas 2.8 y 2.9, se muestran la composicion del conjunto de calibracion y
del conjunto de validacion, de una totalidad 50 muestras para el analisis multivariable.
Para establecer el conjunto de validacién también se utilizé un disefio multifactorial 57 la
concentracién para el antraceno se varié entre 8 y 60 mg L™, para el pireno se
establecié entre 2 y 20 mg L™. Las muestras fueron preparadas en medio micelar
incluido en tantas combinaciones como sea posible en el conjunto de calibracion y

descrito en el modelo de calibracion.
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Tabla 2.8 Composicion del conjunto de Muestras de Calibracion

Mezclas CAnt  CPir Mezclas CAnt  CPir
calibracién  (ppb) (ppb) calibracion (ppb) (ppb)
1 39.25 19.25 14 55.375 25
2 71.5 13.5 15 71.5 2
3 7 2 16 39.25 25
4 23.125 25 17 23.125 135
5 55.375 7.75 18 55.375 13.5
6 7 135 19 39.25 135
7 71.5 19.25 20 71.5 25
8 23.125 19.25 21 71.5 7.75
9 39.25 7.75 22 39.25 2
10 55.375 19.25 23 7 7.75
11 7 19.25 24 55.375 2
12 7 135 25 23.125 7.75
13 23.125 2
Tabla 2.9 Composicion del conjunto de Muestras de Validacion
Mezclas CAnt CPir Mezclas CAnt CPir
validacion (ppb) (ppb) validacién (ppb) (ppb)
1 21 6.5 14 60 11
2 8 6.5 15 21 155
3 34 6.5 16 34 20
4 8 2 17 47 2
5 60 155 18 60 2
6 21 2 19 8 155
7 34 11 20 21 20
8 60 20.125 21 11
9 47 20.150 22 20
10 47 11 23 34 155
11 34 2 24 21 11
12 47 155 25 47 6.5
13 60 6.5
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Se observa tanto en las muestras de calibracion como de validacion que se tienen
todas las posibles combinaciones entre las variables para un total de cinco niveles de
concentracién. Ademas se tiene que el conjunto de validacion presenta una distribucion
de muestras idénticas al del conjunto de calibracién con lo que se garantiza que las
muestras de calibracion sean representativas de las muestras de prediccion. Esto es de
suma importancia ya que se cubren todos los tipos de variabilidad sistematica, por lo
que todo fendmeno que varia en X en el conjunto de muestras de prediccién debe ser

incluido en tantas combinaciones como sea posible en el conjunto de calibracion.

3.4.2.1 Aplicacién de los modelos PLS1 y PLS2 sobre el conjunto de las

muestras de Calibracion del disefio factorial 5%

Al conjunto de las muestras de calibracién se le aplicaron los algoritmos PLS1 y
PLS2 para establecer el ajuste del modelo de calibracion y realizar la validacion interna
de los mismos. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 2.10. Se obtiene que
tanto el modelo PLS1 como el modelo PLS2 presentan un buen ajuste del modelo dado
que los factores escogidos explican una alta variabilidad en los datos tanto para las
variables X como las Y, aunque se modela mejor la variabilidad en la data espectral X,
donde la varianza explicada es proxima al 100%. La similitud entre los errores de
calibracion (RMSEC) y de validacion (RMSECV) son indicativo de la robustez en el
modelo por lo que no deberia haber un sobre ajuste del modelo segun los factores

escogidos.

El nimero de factores esperados en esta determinacion es de dos, que
corresponden al numero de componentes de las muestras. No obstante existen mas
factores que los esperados (ver tabla 2.10). Esto indica que existen desviaciones de la
linealidad que deben ser modeladas y para ello es necesaria la inclusibn de mas
factores. Dichas relaciones no-lineales en estas muestras, pueden presentarse debido a

fenémenos tales como auto-quenching o efecto del filtro interno®.
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Al incrementarse la concentracion de los HAPs, se presume hay un aumento de
las interacciones intermoleculares entre sus estructuras aromaticas. Esto da origen a
aglomerados 0 nuevas especies “quenchers” que disminuyen la intensidad de

fluorescencia.

Tabla 2.10 Pardmetros Estadisticos calculados por validacién interna aplicando el modelo PLS1

y PLS2 para el antraceno y el pireno en las mezclas de calibracién en medio micelar.

Parametros PLS1 PLS2
Antraceno Pireno Antraceno Pireno
PC 5 7 7 5
Matriz X 99,46 99,93 99,95
Varianza Total Vector Y1 Antraceno
Explicada (%) Vector Y2 Pireno > -
- 68,57 82,99
) Calibracion 0,9621 0,9186 0,9658 0,9095
R Validacion 0,9242 0,8266 0,9147 0,8175
RMSEC (ppb) 6,35 3,14 6,03 3,31
RMSECV (ppb) 8,95 4,67 9,51 4,69
RMSECV/(%) 20 33 24 33
Nimero de Muestras (n) 25
Rango de Variables (300-700) nm (524 valores)
Pre-procesamiento de los datos Centrado en columna

El pre-procesamiento de la muestra escogido es el de centrado en la media y el
rango de variables en X (300 a 700 nm), al igual que en el algoritmo PLS1 para las
soluciones unicomponentes. Resultados aceptables en el ajuste de ambos modelos de
calibracion son obtenidos; no obstante el notable solapamiento entre los espectros de

emisioén por fluorescencia.
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3.4.2.2 Validacion externa de los modelos de calibracion establecidos por
PLS1y PLS2.

Para la validacion externa del modelo, se utilizé un conjunto de 25 muestras, cuya
composicién se presentd en la tabla 2.9. Se aplicaron los modelos PLS1 y PLS2
establecidos previamente con el conjunto de las muestras de calibracion. Los resultados
obtenidos se presentan en la tabla 2.11, tanto para el modelo PLS1 como el PLS2, se
obtienen por validacion externa valores similares del error de prediccion (RMSEP) para
el antraceno. Ambos modelos tienen la misma eficiencia predictiva, con un mismo valor
del RRMSEP del 22% y se predicen adecuadamente alrededor de 20 muestras de
validacion en ambos casos. Para el pireno, el nimero de muestras predichas por PLS1
es de 13 y por PLS2 es de 23, con un valor de RRMSEP de 24% y 45 %

respectivamente.

El modelo PLS2 predice un mayor nimero de muestras para el pireno, pero
también se incrementa el error de prediccion relativo, por lo que la capacidad de
prediccion de este modelo es inferior a la del PLS1. Se escoge el modelo PLS1, como
el que mejor ajusta los datos de validacion del pireno, ya que presenta el menor valor
del RRMSEP. Los errores de RRMSEP (%) para el antraceno y el pireno, se comparan
con los obtenidos por validacién cruzada (RMSECV (%), (ver tabla 2.10 y tabla 2.11), se
tiene que para el antraceno aplicando los modelos PLS1 y PLS2 no hay diferencias
significativas entre ellos, lo que indica la eficiencia de ambos modelos tanto en el ajuste
del error residual asi como en la capacidad de cuantificaciébn de este analito. Para el
pireno se tiene que si existen diferencias entre los mencionados errores por lo que se

esperan resultados poco satisfactorios en la prediccion de este analito.
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Tabla 2.11 Parametros Estadisticos por validacion externa en las mezclas de validacion para el

antraceno y el pireno en medio micelar, aplicando el modelo PLS1y PLS2.

Parametros PLS1 PLS2

Antraceno Pireno Antraceno Pireno

PC 5 9 6 11
RMSEP(ppb) 6,59 2,24 6,21 6,83
RRMSEP (%) 22 24 22 45
R? 0,9276 0,9189 0,9481 0,7420
Numero de Muestras (n) 21 13 20 23
Rango de Variables (300-700) nm (524 valores)
Procesamiento datos Centrado en columna

En la figura 2.13 (a), se muestra comparativamente las predicciones para el
antraceno mediante los modelos estadisticos PLS1 y PLS2. Se observa, que existe una
buena correlacién entre los valores predichos por ambos modelos con respecto a los
valores de referencia, no existiendo diferencias notables en la prediccién respecto al
antraceno. La figura 2.13 (b), muestra la misma informacion para el pireno, pero en este
caso la correlacion obtenida entre los valores predichos y los de referencia no es

satisfactoria.

El modelo PLS1, presentd una mejor prediccion en la concentracién del
pireno, pero solo sobre un pequefio nimero de muestras, lo que limita la obtencion de
un mejor RMSEP vy ajuste del modelo de prediccién. En el modelo PLS2, la prediccion
es inferior a la del modelo PLS1. En el conjunto de validacién para el pireno, se limita la

prediccién de este analito a un rango de concentraciones limitado.
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Figura 2.13 Comparacion entre los valores de referencia y lo valores predichos para el a) antraceno y b)

para el pireno aplicando los modelos PLS1 y PLS2 en el conjunto de 25 muestras de Validacion.
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3.4.3 Construccion del Modelo de Calibracion y de Validacién utilizando un
disefio de Matriz Dohlert:

Dado que los resultados obtenidos en la CM, utilizando el disefio multinivel 52,
fueron poco satisfactorios, se ensayo el uso de otro disefio experimental, la matriz de
Doehlert. Cuando los niveles de cada variable se incrementan y ademas cada factor no
posee exactamente el mismo nimero de niveles, se utiliza el disefio de segundo orden
de Matriz de Doehlert®, el cual requiere pocos experimentos a pesar del aumento de
los niveles y los factores, y son mas eficientes porque se puede abarcar todo el dominio
experimental. Para la matriz de Doehlert el nimero de experimentos requeridos viene

dado por la expresion:
N=k*+k+C [2]

Donde N es el numero de experimentos, k es el nimero de factores y C, el

namero de puntos centrados.

Para dos variables que en nuestro caso es la concentracion de Antraceno y
Pireno, la matriz de Doehlert consiste de 7 experimentos, un punto central y seis
formando un hexagono. En el disefio Doehlert, el nUumero de niveles no es el mismo
para todas las variables. En un disefio de dos variables, una de estas es estudiada a
cinco niveles mientras que la otra se estudia a solo tres niveles. Como regla general, se
escoge la variable con el efecto méas fuerte con cinco niveles para obtener mas

informacion del sistema.
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En la figura 2.14, se muestra la representacién gréfica de la matriz de Doehlert
para dos factores, en nuestro caso la concentracion del antraceno, representado en le
eje de las abscisas, y la concentracion del pireno, representada en el eje de las
ordenadas. La concentracion para el antraceno varia entre 7 y 35 ppb, para el pireno se
establecio entre 2 y 12 ppb. El punto centrado y los que conforman el hexagono,

representan la concentracion de las siete muestras de calibracion.
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Figura 2.14 Disefio Matriz de Doehlert para dos variables

La relacion entre las variables naturales y las variables codificadas para la matriz

de Doehlert, viene expresada por la siguiente ecuacion:

X, = X!
C = [—Axi Ja [3]

= es el valor codificado de la concentracion del constituyente j para la mezcla

Donde:
C.
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X, = es el valor natural de la concentracién del constituyente i en el

I
experimento.
X! =es el valor medio del rango de concentraciones.
AX = es el paso de variacion del valor real.

a = es el valor limite codificado de cada factor.

Para una matriz de Doehlert de dos variables, los valores codificados se

muestran en la tabla 2.12.

Tabla 2.12 Valores codificados para una matriz de Doehlert de dos variables.

Variables Experimentales

Muestras
A B
1 0 0
2 1 0
3 0.5 0.866
4 -1 0
5 -0.5 -0.866
6 0.5 -0.866
7 -0.5 0.866

En la tabla 2.13 se muestra la composicion de las siete muestras de calibracion,
establecidas por la matriz de Doehlert. Se indica la concentracion de antraceno y pireno
en ppb, como valores naturales del disefio. Para el conjunto de validacién se escoge
igualmente una matriz de Doehlert de dos variables, en este caso la concentracion del
antraceno varia desde un valor minimo de concentracion de 8 ppb hasta un valor
maximo de 32 ppb con un paso de variacion de 6. Para el pireno la concentracion del
pireno varia desde 3 hasta 9 ppb con un paso de variacion de 6. La composicion de las

mezclas de validacidon se muestra en la tabla 2.14.
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Tabla 2.13 Composicion de las muestras del conjunto de calibracion utilizando como disefio

una matriz de Doehlert de dos variables.

Concentracion(ppb)

Muestras _
Ant Pir

1 21 7

2 35 7

3 28 12

4 7 7

5 14 2

6 28 2

7 14 12

Tabla 2.14 Composicién de las muestras del conjunto de validacion utilizando como disefio una

matriz de Doehlert de dos variables.

Concentracion(ppb)
Ant Pir
20
32
26

8

14
26
14

Muestras

N o o0~ WN P
© W W OO ©o o O
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| 3.4.3.1 Aplicacién de los modelos PLS1 y PLS2 sobre el conjunto de
Calibracion del disefio Matriz de Doehlert:

Los resultados obtenidos aplicando los algoritmos PLS1 y PLS2 , se muestran en
la tabla 2.15. Se obtiene que tanto el modelo PLS1 como el modelo PLS2 presentan un
buen ajuste del modelo, dado que los factores escogidos explican una alta variabilidad
en los datos tanto para las variables X como las Y. Aunque se modela mejor la
variabilidad en la data espectral X, donde la varianza explicada es proxima al 100%.

Para las variables Y, la varianza explicada solo es del 55%.

Se obtiene que los errores de calibracion (RMSEC) presentan valores bajos en
general, con lo que se obtiene un buen ajuste de calibracion con excelentes coeficiente
de correlacién, cercanos a la unidad. Con respecto al error de validacién (RMSECV), se
obtienen valores mas elevados por lo que la capacidad predictiva del modelo en
principio no deberia ser tan eficiente, esto también se refleja en el error relativo
RMSECV(%) donde incluso los valores obtenidos son peores para el antraceno con
respecto al obtenido utilizando el disefio factorial 5% (ver tabla 2.11), aunque mejores

para el pireno.

La inclusion de menos factores en el modelo de matriz de Doehlert comparado al
disefio factorial 5%, se puede deber a que el nimero de muestras de calibracién (siete)
es menor a las del disefio factorial (veinticinco). El hecho de tener menor cantidad de
muestras y un intervalo de concentracion mas cercano disminuye la variabilidad entre

las muestras.
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Tabla 2.15 Parametros Estadisticos calculados por validacion interna aplicando el modelo PLS1

y PLS2 para el antraceno y el pireno en las mezclas de calibracion en medio micelar utilizando

como diseno la matriz de Doehlert.

Parametros PLS1 PLS2
Antraceno Pireno Antraceno Pireno
PC 3 5 5 5
Varianza Matriz X 96 98,35 99,80
Total
Explicada (%) Vector Y1 Ant 60 -
Vector Y2 Pir - 50,53 55,15
5 Calibracion 0,9801 0,9917 0,9989 0,9994
R Validacion 0,7519 0,7418 0,7286 0,9080
RMSEC (ppb) 1,82 0,12 0,42 0,13
RMSECYV (ppb) 6,74 1,68 7,56 1,68
RMSECYV (%) 32 24 36 24

7

Nimero de Muestras (n)
Rango de Variables

Pre-procesamiento de la data

(300-700) nm (524 valores)

Centrado en columna

3.4.3.2 Validacién externa de los modelos de calibracion PLS1 y PLS2 sobre

el conjunto de Validacion del disefio Matriz de Doehlert:

Para la validacion externa del modelo del disefio de matriz de Doehlert se utilizé un

conjunto de 7 muestras, ver tabla 2.14. Se aplicaron los modelos de PLS1 y PLS2

establecidos previamente con el conjunto de las muestras de calibracién y los

resultados obtenidos en esta etapa de la CM, se muestran en la tabla 2.16.
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Se obtiene que para el antraceno tanto el modelo PLS1 como en el PLS2, el valor
de error de prediccién relativo (RRMSEP) es muy similar, alrededor del 20%, utilizando
solo dos componentes principales y se predicen adecuadamente casi todas las
muestras de validacion (7 para el PLS1y 6 para el PLS2).

Tabla 2.16 Parametros Estadisticos calculados por validacion externa aplicando el modelo

PLS1y PLS2 para el antraceno y el pireno en las mezclas de validacion en medio micelar.

i PLS1 PLS2
Parametros

Antraceno Pireno Antraceno Pireno
PC 2 5 2 5
RMSEP(ppb) 3,98 1,48 4,28 1,46
RRMSEP (%) 18 30 21 29
R? 0,9053 0,9311 0,8081 0,9290
NUmero de
Muestras 7 6 6 6
predichas
Rango de

) (300-700) nm (524 valores)

Variables

Procesamiento
Centrado en columna
de los datos

Para el pireno tanto el modelo PLS1 como el PLS2 presentan un mismo valor del
error RRMSEP (%), por lo que se tiene la misma capacidad predictiva para ambos
modelos por validacién externa y se ambos predicen seis de las siete mezclas de
validacion. Los resultados obtenidos, utilizando la matriz de Doehlert como disefio de
calibracion, indican que este modelo es representativo de las mezclas de validacion y
predice la concentracion de antraceno y pireno con un porcentaje de error bastante

aceptable.
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Los errores de prediccion relativos obtenidos en la validacion externa, por la matriz
de Doehlert son mejores, que los alcanzados en el disefio factorial 52 (ver tabla 2.11)
tanto para el antraceno como para el pireno. La matriz de Doehlert, resultdé ser un
disefio de calibracibn mas eficiente que el disefio factorial, en la determinacion de

antraceno y pireno en medio micelar por CM.

3.4.4 Efectos del uso de un detector de respuesta rapida en la determinacion

de los HAPs mediante CM con sistema de Excitacién laser Nd: YAG.

La deteccion de la sefial analitica, proveniente de una fuente de excitacion de
laser pulsado, mediante un sistema de deteccion simultaneo constituyd una limitacion
experimental que afecto la determinacion de los HAPs mediante CM. Para compensar
la poca precision obtenida en las medidas de fluorescencia que se registran con el
detector simultaneo, se realizé el registro de la sefial analitica, mediante un sistema de
integracion boxcar, que sincroniza el tiempo del pulso de excitacién del laser con la

adquisicion de la sefal y se utilizé para la deteccion un fotomultiplicador,

Se realizo la CM de nueve mezclas de antraceno y pireno, registrando la sefal de
fluorescencia con el PMT. Para el pireno y el antraceno, se obtienen por PLS2 valores
de RMSEC de 55,97 y RMSECYV de 70, para un solo componente principal. Los valores
obtenidos por PLS1 son mas altos que los reportados con el detector simultaneo, por
tanto este sistema de deteccidon no fue efectivo en la determinacion de los HAPs por
CM.
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3.4.5 Efectos del uso de una Lampara de Arco de Xendn en la determinacidon
de los HAPs mediante CM.

La diferencia entre la sensibilidad del antraceno y del pireno obtenida, cuando se
utilizé como fuente de excitacion un laser pulsado Nd-YAG, influyé de forma notable
sobre los resultados obtenidos por CM . La longitud de onda de excitacion del laser fue
de 355nm, ésta favorecio la excitacion del antraceno dado la fuerte absorcién que
presenta este analito en esta zona espectral, ver figura 2.15 a. Para el pireno la
excitacion fue mucho mas débil a 355nm; ya que en esta zona espectral la absorbancia
es muy bajo, ver figura 2.15 b. No obstante se logré observar la emisién de
fluorescencia de este analito a 399nm (ver figura 2.8 I) con la limitacion de una pobre

sensibilidad en esta senal.

Mnthrocene Pyrene
12,000 3 100,000 b
gim- ENM-
| 3 coom|
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E gw.ooo-
& d00f 3
gm- %“’"‘"
| Y .,
200 00 00 200 500 0 200 400 500 500 00
aelangth ()

Figura 2.15 (a) Espectro de Absorcion del Antraceno y (b) Espectro de Absorcién del Pireno

De forma de compensar los efectos que se producen debido a la baja sensibilidad
en la determinacién del pireno por el uso del laser como fuente de excitacidn, éste se
sustituyé por una lampara de arco de xendn. Se realiz6 entonces la determinacion
simultdnea de antraceno y pireno en mezclas en medio organico, mediante CM. Se

utilizé en esta etapa experimental el montaje experimental descrito en la seccion 2.3.3.
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3.4.5.1 Construccién del conjunto de Calibracion en base a un disefo
factorial 5%y aplicacion de los algoritmos PCR, PLS1y PLS2.

Al igual que en la seccién anterior, se utiliz6 un disefio multifactorial 5 para
establecer el conjunto de calibracion. En la tabla 2.17 se presentan la composicion de
las muestras del conjunto de calibracion, el intervalo de concentracion utilizado fue
entre 20 y 100 pg L™ para el antraceno y entre 100 y 500 nug L™ para el pireno. Las
muestras de calibracion se preparan en medio organico debido a la influencia del medio
micelar sobre los HAPs utilizados.

Tabla 2. 17 Composicién del conjunto de Muestras de Calibracion disefio 5

Mezclas calibracion CAnt(ppb) CPir(ppb) Mezclas calibracion CAnt(ppb) CPir(ppb)

0 0 0 13 60 100
1 20 300 14 80 100
2 40 100 15 100 400
3 20 500 16 60 400
4 60 500 17 20 200
5 100 100 18 80 300
6 80 100 19 80 400
7 40 200 20 40 300
8 60 200 21 60 300
9 100 500 22 100 200
10 40 500 23 40 400
11 20 100 24 100 300
12 80 200 25 20 400
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En la tabla 2.18, se presentan los resultados obtenidos mediante la aplicaciéon de
los algoritmos PCR, PLS1 y PLS2 en el conjunto de calibracion. Los datos de
calibracién fueron ajustados con 3 PC en los modelos PCR y PLS1 y con 4 PC en el
modelo PLS2. Los PC obtenidos modelan los componentes de las muestras de
calibracion y las posibles no-linealidades entre los datos de fluorescencia. Los modelos
de calibracion obtenidos son robustos, ya que existe gran similitud entre los errores de
calibracién (RMSEC) y de validacion cruzada interna (RMSECV) obtenidos para cada
HAP en los diferentes algoritmos utilizados. Esto indica que las muestras de calibracion
son representativas de las muestras de prediccion, esto es describen adecuadamente
los fendmenos de variabilidad que se presentan en estas Ultimas y no deberia haber un
sobre ajuste del modelo segun los factores escogidos™®.

Tabla 2.18 Parametros Estadisticos calculados por validacion interna aplicando los
modelos PCR, PLS1 y PLS2 para el conjunto de muestras de calibracion de antraceno y pireno

en medio organico.

i PCR PLS1 PLS2
Parametros
Ant Pir Ant Pir Ant Pir
PC 3 3 3 4

Coeficiente de Calibracion 0,9521 0,9794 0,9380 0,9797 0,9419 0,9824
Determinacién R®> Validacién  0,9221 0,9707 0,9002 0,9678 0,9104 0,9694

RMSEC (ppb) 8,83 27,30 9,69 26,89 9,48 25,46
RMSECV (ppb) 11,22 32,47 1222 33,83 11,70 33,62
NUmero de Muestras predichas NP 21 23 23 21 22 22
Nimero de Muestras N 25

Pre-procesamiento de los datos Data centrada
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3.4.5.2 Validacion externa de los modelos de calibraciéon PCR, PLS1y PLS2

Se utilizaron diez muestras para la validacién externa del modelo de calibracién 5%

cuya composicion se presenta en la tabla 2.19.

Tabla 2.19 Composicion del conjunto de Muestras de Validacion

Mezclas Mezclas

o C Ant (ppb) C Pir (ppb) o C Ant (ppb) C Pir (ppb)
validacion validacion
1 32 160 6 52 360
2 52 260 7 72 160
3 72 360 8 92 260
4 92 100 9 32 360
5 32 300 10 72 160

Los resultados obtenidos por validacion externa de los modelos de calibracién
PCR, PLS1 y PLS2 se presentan en la tabla 2.20. Se observa que los tres modelos de
calibracion presentan una mejor prediccion en la concentracion de las soluciones de
pireno ya que se obtienen los mas bajos errores de prediccion relativos RRMSEP (%).
Con respecto a la prediccion de la concentracion de las soluciones de antraceno, se
obtienen valores més altos de RRMSEP (%), por lo que la eficiencia de prediccion de

este analito es ligeramente inferior a la del pireno.

Se realizé un andlisis de varianza de un factor para los valores de RRMSEP (%)
de los tres modelos de calibracion para el antraceno y para el pireno. En ambos HAPs
se obtiene que el valor de F calculado para el antraceno (516) y para el pireno (319) fue
mayor al valor de F critico (0.05,3.4= 5,14, esto indica que existen diferencias significativas

en la capacidad de prediccion de los modelos de calibracion.
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Tabla 2.20 Parametros Estadisticos calculados por validacién externa aplicando los modelos
PCR, PLS1 y PLS2 para el conjunto de muestras de validacion de antraceno y pireno de en

medio organico.

Parametros PCR PLS1 PLS2

Ant Pir Ant Pir Ant Pir
PC 9 3 2 2 2 3
Coeficiente de Regresion R? 0,9412 0,9572 0,9412 0,8975 0,9444 0,9384
RMSEP (ppb) 10,01 40,18 11,68 41,69 12,39 37,46
RRMSEP (%) 17,62 1497 21,63 16,30 22,17 14,05
NP 10 9
N 10
Rango de Variables (350-500) nm (299 valores)
Pre-procesamiento de los datos Data Centrada

Segun los resultados obtenidos por validacion externa, el mejor modelo de
calibracion para la prediccion del antraceno corresponde al PLS1 ya que posee el
menor niumero de PC y un bajo valore en el error de prediccion relativo del 21,63 %. El
modelo PCR presenta un valor mas bajo de RRMSEP (%) (17,62) pero requiere de una
elevada cantidad de PC. Para el pireno se escoge como mejor modelo el PLS2 ya que
posee el menor valor de RRMSEP (%) (14,05).

3.4.5.3 Comparacion entre los modelos PCR, PLS1y PLS2, sobre el conjunto

de calibracién del disefio factorial 5% y un sub-conjunto de quince muestras.

Se escogié un subconjunto de las primeras quinces muestras de calibracion, ver
tabla 2.12, de las veinticinco obtenidas por el disefio multinivel 5° para la aplicacion de
los modelos de calibracion utilizados anteriormente. Para la validacion externa, se utilizd

el mismo conjunto de las muestras de validacidén anterior, ver tabla 2.19.
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En la figuras 2.16 y 2.17 se presenta la comparacion entre los errores de
calibracion, de validacion cruzada interna y de validacion externa cuando se utiliza: a) el
conjunto de calibracion de 25 muestras y b) el subconjunto de 15 muestras. Para el
antraceno, se obtienen en todos los casos robustez entre los modelos de calibracion
utilizados, ya que presentan valores similares entre la magnitud de los errores de
calibracion y ambas formas de validacion. Para el pireno se obtiene robustez entre los
modelos PCR, PLS1 y PLS2, cuando se utilizan el conjunto total de las muestras de
calibracion. Para el sub-conjunto de quince muestras de calibracion, los errores de
RMSECV y RMSEP son similares entre si indicando que las muestras de calibracion
son representativas de las muestras de validacion externa. No obstante existen
diferencias notables entre el valor del RMSEC y RMSECYV, esto indica que al disminuir
el numero de muestras del conjunto de calibracion obtenidas por un disefio multinivel se

produce un sobre-ajuste de los datos de calibracion®®.

m RMSEC
@ RMSECV
16 = RMSEP

PCR a PCR b PLS1 a PLS1b PLS2 a PLS2 b

Figura 2.16 Comparacién de los errores de calibracion, validacion cruzada y validacion externa la

determinacion de antraceno, utilizando diferentes modelos de calibracion.
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Figura 2.17 Comparacién de los errores de calibracion, validacién cruzada y validacion externa la

determinacion de pireno, utilizando diferentes modelos de calibracion.

En la figura 2.18, se muestra la comparacion entre los valores de RRMSEP (%)
obtenidos por validacion externa de los modelos de calibracion PCR, PLS1 y PLS2
cuando se utiliza: el conjunto de calibracién (a) y su subconjunto (b). Se observa que
en todos los modelos existe una mejor prediccion para la determinacion del pireno con
respecto al antraceno; ya que se obtienen los valores mas bajos de RRMSEP (%). Una
mejor prediccion para el antraceno se alcanza cuando se utilizan los modelos PLS1 b
y PLS2 b.

45 —e— RMSEP (%) ant
40 —=— RMSEP (%) pir

* {»/{/I\/I\;
30 -
25
20 4

o e T ¥

10 A

PCR a PCR b PLSla PLS1b PLS2 a PLS2 b

Figura 2.18 Influencia de los modelos de calibracion sobre el error de prediccion relativo, RRMSEP (%),

en la prediccién de antraceno y de pireno.
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Por otro lado, se observa que no existe mayor influencia sobre los errores relativos
de prediccion entre los modelos de calibracion utilizados. Esto esta acorde con los

resultados obtenidos por Debos y col'!

, al comparar la influencia de un disefio Plackett-
Burman (PB) y un disefio PB incompleto sobre el ajuste de los modelos de calibracion

PLS.

3.4.5.4 Desarrollo del modelo de Calibracion utilizando los algoritmos PLS1y

PLS2 sobre un conjunto de muestras de calibracién independientes.

Normalmente en la construccion del conjunto de calibracién, suelen utilizarse
disefios multinivel tales como disefios factoriales, plackett- Burman, matriz de dohlert,
etc, para disminuir la covarianza entre los analitos y disminuir los efectos de
colinealidad entre los datos de las muestras'?>. No obstante la construccién de estos
conjuntos no se limita al uso de un disefio multinivel y se puede establecer la
composicion de un conjunto de calibracion simplificado, con un menor nimero de
muestras, que cubra el intervalo de concentraciones en que se puedan cuantificar todos
los componentes presentes. En este sentido, en este estudio se planteo un conjunto de
calibracion de seis muestras, ver tabla 2.21, donde se establecen seis niveles de
concentracion para cada componente. Estos niveles se incrementan de forma
ascendente al azar. Se utilizd el mismo intervalo de concentracion de antraceno vy el
pireno establecido en el modelo factorial 5°. Para la validacién externa se escogen

cuatro muestras cuya composicion se indica en la tabla 2.22.
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Tabla 2.21 Composicion del conjunto de Muestras de Calibracion

Mezclas Calibracion C Ant C P
(ppb)  (ppb)

1 24 240

2 32 320

3 52 400

4 72 520

5 80 640

6 92 760

Tabla 2.22 Composicién del conjunto de Muestras de Validacion

Mezclas Validacion CAnt(ppb) CPir(ppb)

1 36 360
2 56 480
3 76 560
4 84 720

En la tabla 2.23, se presentan los resultados obtenidos en el ajuste de los datos de
calibracion del conjunto de muestras anterior mediante los modelos PLS1 y PLS2. Se
obtiene que los errores RMSEC y RMSECV presentan valores mas bajos para el
antraceno que para el pireno. Esto indica que los modelos de calibracion PLS presentan
un mejor ajuste de los datos de calibracién con respecto al antraceno. No obstante en
ambos modelos de calibracion se observa que hay diferencias apreciables entre los
valores de RMSEC y RMSECYV por lo que es probable que estos modelos sobre ajusten

los datos de calibracion.
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El nimero de PC de cada modelo es de 4 para el antraceno y 3 para el pireno,
esto indica que deben existir efectos no lineales entre los datos de calibracién y por
tanto se requiere la inclusion de mas PC para modelar dichos efectos. Estos factores
pueden contener informacion espectral irrelevante relacionada al ruido lo cual también

produce un sobre-ajuste de los datos.

Tabla 2.23 Parametros Estadisticos calculados por validacion interna aplicando los modelos
PLS1 y PLS2 para el antraceno y el pireno en las mezclas de calibracion en medio organico

utilizando un subconjunto de calibraciéon de 6 muestras.

Parametros PLS1 PLS2
Ant Pir Ant Pir
PC 4 3 4 3

Coeficiente de Regresion R2 Calibracién 0,9999 0,9989 0,9998 0,9975
Validacion  0,9987 0,9953 0,9967 0,9939

RMSEC (ppb) 0,21 8,60 0,47 8,60
RMSECYV (ppb) 1,55 19,26 2,41 22,83
RMSECV (%) 2,65 4,01 4,11 4,76
NP 6 6 6 6
N 6

Rango de Variables (350-500) nm (299 valores)
Pre-procesamiento de los datos Data Original

Posteriormente se realizo la validacion externa de los modelos de calibracion
anteriores. Los resultados obtenidos se presentan en la tabla 2.24, se obtienen errores
de prediccion relativos alrededor de 4,5 % para el antraceno y del 6% para el pireno.
Segun estos resultados se obtiene que los modelos de calibracion PLS1 y PLS2
presentan una elevada capacidad predictiva tanto para el antraceno como para el

pireno sobre estas muestras de validacion.
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Tabla 2.24 Parametros Estadisticos calculados por validacion externa aplicando los modelos

PLS1 y PLS2 para cuatro muestras de antraceno y el pireno en medio organico.

Parametros PLS1
Pir Ant

PC 3 5 5 4
Coeficiente de
Determinacion R? 0,9986 0,9820 0,9989 0,9786
RMSEP (ppb) 2,99 29,46 2,96 33,05
RMSEP(%) 4,55 5,60 4,51 6,27
Np 4
N 4

Rango de Variables
Pre-procesamiento de

los datos

(350-500) nm (299 valores)
Data Original

En la figura 2.19, se presenta el efecto de los diferentes conjuntos de calibracién

utilizados en esta seccién: a) conjunto de 25 muestras de disefio factorial 5 b)

subconjunto de 15 muestras del disefio factorial y ¢) conjunto de 6 muestras sobre el
valor del RRMSEP (%) obtenido de los modelos de calibracion PLS1 y PLS2. Se

observa que la mejor prediccion se obtiene en los modelos PLS1 ¢ Y PLS2 c. Esto

indica que al simplificar el conjunto de calibracién utilizando un menor nimero de

muestras y disminuyendo el nimero de combinaciones entre ellas se obtienen una

mejor eficiencia de prediccion.
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Figura 2.19 Influencia de los modelos de calibracion sobre el error de prediccion relativo (RRMSEP (%))

en la prediccién de antraceno y de pireno utilizando los diferentes conjuntos de calibracion.

Para efectos de comparacién citaremos estudios previos sobre la determinacion de
HAPs en medio micela™®?’, yla magnitud de los errores de prediccién obtenidos.
Amador —Hernandez y col.’®, realiz6 la determinacién semi-cuantitativa de HAPs con
LIFS reportando valores de RRMSEP (%) del 5 al 10%. En otro estudio™® de este mismo
autor pero utilizando fluorescencia de angulo variable lineal en la determinacion de seis
HAPs en medio micelar con el surfactante éter del 10 laurilo poli-oxietileno (POLE), se
reportan errores de prediccion del 3 al 12%. Guiteras y col'®, reportan errores de
prediccion del 6 al 11% para la determinacion de diez analitos en medio micelar

I*1, obtienen errores de prediccion

utilizando como surfactante Brij-35. Olivier Debos y co
entre el 3y 10%. En nuestro estudio los errores de prediccion relativos obtenidos estan
alrededor del 20% para el antraceno y para el pireno entre el 24 y 45%. Una mejor
prediccion del pireno fue obtenida, cuando se utiliza el disefio de la matriz de Doelhert,
con un RRMSEP entre el 21 y el 29% y aun mas bajo cuando se utiliza la ldmpara de

arco de xenén, RRMSEP del 15%.
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No obstante valores de RRMSEP del 5% y 6% fueron obtenidos en la prediccién
de la concentracidbn de antraceno y pireno respectivamente; cuando se utilizé un
conjunto de calibracion y validacion simplificado, ver tabla 2.16 y 2.17. Estos valores de
RRMSEP (%) son comparables en magnitud a los reportados en trabajos previos de

determinacion de HAPs en medio micelar.

3.5 Prediccion de los HAPs antraceno y pireno en muestras de agua

potable.

Fueron aplicados los modelos PLS1 y PLS2 validados mediante el sistema de
deteccion con detector simultaneo y el uso de laser ND: YAG, sobre cuatro muestras de
agua potable contaminadas con cantidades conocidas de pireno y antraceno. Asi se
evaluo la eficiencia de estos modelos en la determinacion semi-cuantitativa de los
analitos. Los resultados obtenidos al aplicar el modelo PLS1 en las muestras de agua
se muestran en la tabla 2.25, se incluyen los valores de concentracion afiadida de cada
analito y el porcentaje de recuperacion de los mismos. El modelo PLS1, predice
adecuadamente la concentracion de antraceno en las cuatro muestras con porcentajes
de recuperacion que van desde el 88 % al 112%. Para el pireno solo se predicen dos
muestras de las cuatros analizadas, obteniéndose porcentajes de recuperacion del 88 y
75%.

Tabla 2. 25 Determinacion de antraceno y pireno en agua potable aplicando el modelo PLS1

Muestras C Ant(ppb) % Rec Cpir(ppb) % Rec
Afadida Encontrada Afadida Encontrada
1 20 20,162 101 10 - -
2 65 73,023 112 4 - -
3 37 32,406 88 10 8,770 88
4 51 46,528 91 30 22,366 75
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En la tabla 2.26, se presentan los resultados obtenidos en la determinacién de
antraceno y pireno, empleando el modelo PLS2, en las cuatro muestras de agua
potable contaminadas. Se observa que para el antraceno, se logra predecir la
concentracion de tres de las cuatro muestras analizadas con porcentajes de
recuperacion que van del 117% al 84%. Para el pireno también se predice la
concentracion de sélo tres muestras del total analizadas (cuatro), con porcentajes de
recuperacion que van desde el 98 al 49%, indicando este ultimo valor poca capacidad

predictiva del modelo PLS2, respecto a esta muestra.

Tabla 2.26 Determinacion de antraceno y pireno en agua potable aplicando el modelo

PLS?2
Muestras C Ant(ppb) % Rec C pir(ppb) % Rec
Afiadida Encontrada Afiadida Encontrada
1 20 19,958 100 10 9,822 98
2 65 75,870 117 4 3,681 92
3 37 30,955 84 10 4,871 49
4 51 - - 30 - -

De los resultados obtenidos se puede inferir que en una matriz sencilla de
compuestos inorganicos como el agua potable, estos no ejercen influencia en la
cuantificacion del antraceno sobre la prediccion del modelo PLS1. Los resultados
obtenidos para el pireno, se deben a las limitaciones previas del modelo y no a las
interferencias de la matriz de la muestras, esto constituye una de las ventajas de los
modelos bilineales PLS1 y PLS2 en la determinacion de analitos junto con otros
posibles interferentes sin la separacion previa de los componentes de la matriz de la
muestra como se realiza habitualmente en la determinacion de los HAPs mediante
técnicas cromatograficas, procesos de extraccion y de preconcentracion antes de ser

analizados.
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4. CONCLUSIONES

4.1 Sistema de Excitacion con Laser Nd-YAG.

» Se propuso un método para la determinacién simultdnea semi-cuantitativa de
antraceno y pireno en muestras de aguas potables, mediante espectroscopia de
fluorescencia inducida por laser. Para ello se utilizaron dos sistemas de registro de la
sefial analitica: simultdneo y secuencial. Dos tipos de disefio de experimentos
multinivel: factorial y matriz de Doehlert, fueron aplicados. Los mejores modelos
obtenidos mediante CM, fueron aplicados en el analisis de muestras de agua potable

contaminadas con antraceno y pireno.

»  Se escogid el medio micelar como medio de disolucion del antraceno y del pireno
en el andlisis multivariado, ya que se registraron incrementos en la sefial de
fluorescencia de estos analitos en medio micelar con respecto al medio acuoso. Los

valores de R fueron de 3,5y 5 para el antraceno y el pireno respectivamente.

» La aplicacién de los modelos de calibraciéon univariada y multivariada, requiri6 el
pre-tratamiento de los datos espectrales. Se incremento la relacién sefial a ruido,
mediante la utilizacion de tratamientos matematicos de promediado de la sefal y
promediado boxcar, que se realizaron con el software del espectrometro, en tiempo
real, a medida que la sefial analitica era registrada. El pre-procesamiento de los datos,
centrado en columna, se utilizé en todos los modelos de calibracion multivariada,

porque con este se obtiene los mejores resultados en dichos modelos.
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» La capacidad predictiva de los modelos de calibracion PLS1 y PLS2, sobre las
muestras de validacién del disefio 5%, presenta la misma eficiencia predictiva para el
antraceno, con un RRMSEP del 22% Para el pireno, se obtiene RRMSEP de 24% y 45
% por PLS1 y PLS2 respectivamente. Los modelos de calibracion PLS1 y PLS2 fueron
eficaces tanto en el ajuste del error residual asi como en la capacidad de prediccién del
antraceno. Para el pireno estos modelos de calibracion presentan poca eficiencia
predictiva.

» La utilizacion de un sistema de registro de fluorescencia con sistema de
integracion boxcar acoplado a un foto-multiplicador permiti6 mejorar la precisiéon en las
medidas de la sefial de fluorescencia obtenidas mediante fluorescencia inducida por

laser.

» El uso de dos sistemas diferentes de deteccion de la sefial de fluorescencia:
espectrometro simultaneo con detector CCD y secuencial con integracién boxcar y
detector foto-multiplicador, permitié la determinacion del antraceno con una elevada
sensibilidad. Una pobre sensibilidad en la deteccion del pireno, fue obtenida por

fluorescencia inducida por laser (355 nm).

» La mejor eficiencia predictiva se obtiene en la determinacion semi-cuantitativa de
antraceno en cuatro muestras de agua potable. Los modelos PLS1 y PLS2, presenta
una capacidad predictiva satisfactoria de la concentracidbn de antraceno en las
muestras analizadas, con porcentajes de recuperacion que van desde el 88 % al 112 y
84% al 117%, respectivamente. Para el pireno, la eficiencia predictiva es poco
satisfactoria, el modelo PLS 1 predice solo dos muestras de las cuatros analizadas, con
porcentajes de recuperacion del 88 y 75%. El modelo PLS2, presentd porcentajes de
recuperacion para el pireno entre el 49 al 98 %, sobre sélo tres muestras del total

analizadas.
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» La aplicacion de los modelos PLS1 y PLS2, permiti6 la determinacion semi-
cuantitativa de antraceno y pireno en muestras de agua potable, en presencia de la
matriz de compuestos inorganicos de la muestra. No se requirio la separacion previa de
los analitos de la matriz, como se realiza habitualmente en la determinacion de HAPs
mediante técnicas cromatograficas, procesos de extraccion y de preconcentracion antes

de ser analizados.

» La aplicacion de la matriz de Doehlert resultd ser un disefio estadistico mas
sencillo, rapido y con menor coste experimental, en la prediccion semi-cuantitativa de
antraceno y pireno en medio micelar con respecto al disefio multinivel 5%. Se obtuvieron
resultados satisfactorios tanto en la bondad de ajuste del modelo de calibracion como

en el de validacion aplicando los algoritmos PLS1 y PLS2.
4.2 Sistema de Excitacion con Lampara de Arco de Xenon.

» El uso de medio micelar permitié un incremento en la intensidad de fluorescencia
en la determinacion del pireno. No obstante para el antraceno no se observa diferencias

significativas entre la fluorescencia obtenida entre el medio micelar y el medio organico.

»  Serealizdé una comparacion en la aplicacién de diferentes conjuntos de calibracion:
un disefio factorial 5% multinivel, un disefio factorial incompleto y un conjunto de de
calibracion simplificado de seis muestras, en el ajuste de los modelos de calibracion
PCR, PLS1 y PLS2. Se obtiene que el mejor ajuste tanto por validacion interna como
por validaciéon externa del PLS se obtiene utilizando el conjunto de calibracion
simplificado. Se demuestra que se puede obtener una prediccion satisfactoria del
antraceno y pireno mediante el modelo PLS sin requerir el uso de un elevado namero

de muestras en el conjunto de calibracion.
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» La aplicacién de los modelos de calibracion PCR, PLS1 y PLS2 presentan una
eficiencia similar en la prediccibn de antraceno y de pireno cuando se utilizan los
conjuntos de calibracién: a) del disefio factorial 5% (25 muestras) y b) el subconjunto del
disefio factorial (15 muestras). Esto indica que se puede disminuir el nimero de

muestras de calibracion sin que se afecte la exactitud de la prediccion.

» El uso de los conjuntos de calibracion de disefio factorial y el de disefio factorial
incompleto no influyo sobre la robustez de los modelos de calibracion PCR, PLS1 y
PLS2 en la determinacion de antraceno; ya que se obtienen valores similares entre los
errores de calibracién, validacion interna y validacién externa. Para el pireno se
observan diferencias entre el RMSEC y el RMSECYV, esto debido que al disminuir el
namero de muestras de calibracion se produce un sobre-ajuste de los datos de

calibracion.

»  El més bajo error de prediccion relativo obtenido para los HAPs se obtiene cuando
se utilizo el conjunto de calibracion de 6 muestras. Esto indica que al simplificar el
conjunto de calibracion utilizando un menor nimero de muestras y disminuyendo el

namero de combinaciones entre ellas se obtienen una mejor eficiencia de prediccion.
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1. Generalidades sobre la Clorofila

La clorofila es un pigmento verde que se encuentra en todas las plantas terrestres
y acudticas. La estructura basica de la molécula de la clorofila, ver figura 3.1a,
consiste de un macrociclo de tetrapirrol formado por cuatro anillos pirrélicos y
coordinado en el centro a un ion de magnesio (2+) y el resto de la molécula de clorofila
la constituye una cadena de fitol larga (C2oH39OH), que es un alcohol isoprenoide de 15
carbonos que se encuentra unida a uno de los anillos pirrélicos que ésta parcialmente
reducido.

fitilo

Figura 3.1 a)Estructura quimica de las Clorofilas a, b y d?
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Existen diferentes tipos de clorofilas: la Clorofila a, Clo “a”, que se encuentra en
todos los organismos fotosintéticos, la Clorofila b, Clo “b” y las clorofilas ¢, d y e. Segun
los sustituyentes unidos a los anillos del macrociclo se identificar4 que tipo de clorofila
es, ver figura 1, si el sustituyente unido al grupo C3 es un aldehido es la clorofila “d”,
ahora bien si el sustituyente unido al grupo C; es un radical metilo se denomina Clo “a”
y si es un grupo aldehido se denomina clorofila “b” (Clo “b”) , mientras que se identifica

una clorofila tipo “c” porque no posee el fitol en sus estructura? (ver figura 3.1b ).

Figura 3.1 b) Estructura quimica de las Clorofila ¢
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1.1 Productos de Degradacion de las Clorofilas

Las clorofilas son altamente susceptibles a transformarse en sus productos de
degradacion® debido a efectos: de la luz (foto-oxidacién), calor (isomerizacién), relacion
aire: oxigeno (oxidacion), acidos (desmetalizacion) y bases (apertura de macro-ciclos),
accion de solventes, etc, por lo que solo algunos pocos estandar de los pigmentos

estan disponibles comercialmente entre ellos la Clo “a” y la Clo “b”.

Las reacciones de degradacion® principales a las que estan expuestas las
clorofilas son la: alomerizacion (oxidacién), epimerizacion, des-metalizacion, de-
fititlacion y transesterficacion, halogenacion y descarboxilacion. En la alomerizacion se
produce la oxidacion de la molécula de clorofila por oxigeno triplete, por hidrolisis
alcalina se forma un anidon enolato que es sensible al oxigeno y esta anion se
transforma a diversos productos de degradacion de la clorofila, entre ellos se pueden
obtener epimeros de la Clo"a” y la Clo “b”. Esta reaccion puede ser evitada si las
muestras son procesada con poca luz y a pH neutro. En la reaccion de defitilacion se
realiza la hidrdlisis de las clorofilas y mediante trans-esterificaccion en se remueve la

cadena de fitol, se obtienen las clorofilidas (chlorophyllides).

El tratamiento de la clorofila con acido, suele sustituir el ibn de magnesio que
posee esta molécula por dos atomos de hidrogeno, esta reaccion se conoce como des-
metalizacién® y el producto de esta es la formacién de las denominadas feo-fitinas. La
hidrélisis de las feofitinas produce la separacion del grupo fitol (de-fitilacion) fomando
las denominadas feoforbitas (pheophorbides). Las feofitinas y feoborbitas se conocen

como los feopigmentos de la clorofila.
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En la figura 3.2, se ilustra la reaccién de transformacion de la Clo “a” a sus

respectivos feopigmentos®:

~ . o . -
, nasd
-ﬁ‘_ -,\"-

Chiacplyll-» Phascpitis-» Phascpiosbide-o
Figura 3.2 Formacion de los feopigmentos de la Clorofila “a”

1.2 Propiedades Opticas de las Clorofilas

Un diagrama de energia de jablonski simplificado, ver figura 3.3, permite explicar
los mecanismos de relajacion que ocurren cuando una molécula de clorofila es

excitada®’. Inicialmente se produce la absorcién de fotones de luz “azul” de alta energia

-1
en (300 kJ.einstein para 400 nm de longitud de onda), excitando la molécula al

segundo estado excitado. En este estado la molécula sufre dos mecanismos de
relajacion: uno radiactivo por emision de un fotdn de fluorescencia donde la longitud de

onda de emision se encuentra en un rango de 600 a 730 nm y otro no radiactivo

-1
“conversion interna” donde la molécula pierde rapidamente unos 130 kJ.mol en forma

de calor y queda en el primer estado excitado de menor energia.
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-1
La absorcién de un foton de luz roja de baja energia (171 kJ.einstein para 700

nm) por parte de la molécula de clorofila produce una transicion al primer excitado, en
éste se produce la transferencia de un electrén de la clorofila a un aceptor adecuado y

también ocurre la relajacion por fluorescencia.

segundo estado excitado

-

conversion interna (10-11 )

I - = e e =

primer estado excitado

abspreion de un foton de luz azul
-

fluorescencia (10-6 s)

15
J0s....
“absorcion dé un fotdn

Energia interna de la molécula (unidades arbitrarias)
de luz roja

R el

estado fundamental

Figura 3.3 Diagrama de Energia en los procesos de excitacion y relajacién de la molécula de

clorofila.’
2. Determinacién de Clorofila “a” en sistemas acuaticos

EL fitoplancton® constituye el conjunto de organismos microscépicos de origen
vegetal con capacidad fotosintética que viven en la zona eufética de las aguas, esto es
cercano a la superficie donde puede penetrar la radiacion solar. Se encuentran tanto en
el mar como en el agua dulce y comprende bacterias, organismos afines a ellas y
plantas verdes (algas) en forma de células aisladas o pequefias colonias. Estos
microorganismos suelen dividirse en tres clases segun su tamafo: el microplancton (20

a 200 um), nanoplancton (2 a 20 um) y el picoplancton (0.2 a 2.0 pm)®.
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La capacidad fotosintética del fitoplancton se debe a la clorofila, la cual absorbe la
luz solar y el diéxido de carbono atmosfeérico, realizando la transformacién de la energia
luminica en energia bioquimica mediante la sintesis de alimento orgénico y liberacion
de oxigeno a la atmdsfera. Las microalgas planctonicas representan la base de la
cadena alimenticia en los ecosistemas marinos ya que sirven de alimento a organismos
superiores; esto los convierte en los productores primarios mas importantes en estos

sistemas acuaticos.

La estimacion de la biomasa del fitoplancton en océanos y otros tipos de aguas,
asi como la identificacién de los tipos de especies presentes en un sistema acuatico
determinado, permite establecer la calidad de las aguas en las cuales estos se
encuentran®®. Por tanto el monitoreo de las poblaciones de fitoplancton en agua es de

importancia fundamental en el estudio del equilibrio de ecosistemas acuéticos.

Richards y Thompson,*! (1952) reconocieron la Clo"a” como biomarcador selectivo
del fitoplancton en presencia de otros componentes biologicos, tales como detritus,
bacterias y zooplancton. Por lo que la estimacion de la concentracion de la Clo “a” se ha
establecido como el principal estimador de la biomasa del fitoplancton. En
investigaciones tanto en ambientes oceanicos como los de agua dulce, la cuantificacion
de la Clo “a” se correlaciona con la concentracién de fitoplancton y se estima asi la

productividad primaria y biomasa en estos ambientes.

En los métodos estandar aplicados en el analisis de clorofila en aguas naturales y

aguas de desecho'?, se establecen tres técnicas analiticas para la determinacién de

13,14 15,16

clorofila: la espectrofotometria™", la fluorescencia y el andlisis por HPLCY. Las
técnicas espectroscopicas resultan inexactas para la cuantificacion de la concentracion
de Clo “@"81920202223 Eqtg se debe principalmente a que se generan multiples
interferencias espectrales, cuando co-existen en el fitoplancton los distintos tipos de

clorofilas, sus productos de degradacion y otros pigmentos fotosintéticos?*.
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En general, se prefiere la fluorometria en la determinacién de la Clo “a” ya que es
una técnica de mayor selectividad que la espectrofotometria, se requiere menor
cantidad de muestra y se puede utilizarse para mediciones en vivo®. Por su parte, la
técnica de HPLC!"?1:22:26:27.2829 ha nermitido realizar la identificacién y cuantificacion de
una amplia variedad de pigmentos fotosintéticos. Se alcanza una mayor exactitud en la
cuantificacion de la Clo “a”, ya que esta se separa del resto de los otros pigmentos y
simultdneamente se puede establecer la composicion taxonémica de un determinado

grupo de algas.

Una excelente guia para estudiar la determinacién de la Clo “a” y otros pigmentos
fotosintéticos en sistemas marinos la constituye la Monografia Phytoplankton pigments
in Oceanography publicada por Jeffrey; Mantoura y Wright® (1997). Esta monografia
es el resultado de las investigaciones realizadas sobre la determinacion de pigmentos
fotosintéticos en agua de mar, por el Grupo de trabajo 78 de la Scientific Committee on
Oceanic Research, SCOR, publicada por la UNESCO. En este libro se presentan los
resultados de una vasto trabajo experimental sobre todo lo relacionado con la
determinacion de los pigmentos fotosintéticos, desde la coleccién de la muestra hasta el
analisis de los pigmentos por diferentes técnicas analiticas. A su vez, también se
presenta una amplia revision bibliografica sobre las caracteristicas de los pigmentos

fotosintéticos, su importancia, reacciones quimicas, su extraccion y analisis.
2.1 Extraccion de Pigmentos Fotosintéticos desde muestras de agua

La recoleccion de las muestras es el primer paso que se realiza en la
determinacion de pigmentos fotosintéticos en muestras de aguas'®. Posteriormente se
sigue un protocolo en el tratamiento de las muestras hasta realizar la extraccion de los

pigmentos fotosintéticos.
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. Recoleccién de muestra:

Las muestras de agua de mar pueden ser obtenidas de diversas maneras: con
recipientes desde la superficie, tuberias o lineas de agua de mar en barcos, desde
ciertas profundidades con botellas Niskin y a profundidades de 50m por bombeo®'. Una
vez recogidas las muestras deben colocarse en botellas opacas y se deben filtrar
inmediatamente, evitando que reciban luz o calor para evitar perdidas sustanciales de

los pigmentos.
¢  Filtracion:

La filtracion de las muestras de agua, se realiza haciendo pasar grandes
volumenes de éstas desde 500 a 1000 mL, a través de filtros que suelen ser de fibra de
vidrio o de membrana®2. El tamafio de poro de los filtros debe ser lo suficientemente
pequefio para retener todos los organismos del fitoplancton de pequefas dimensiones.
Si se utilizan filtros de membranas, el tamafio de poro recomendado es de 0,45 um®.
Los filtros de membrana suelen usarse en los métodos espectroscopicos, ya que
pueden disolverse convenientemente en los solventes de extraccion. Cuando se utilizan
filtros de fibra de vidrio, el tamafio de poro debe de ser de 0,5 a 0,7 um, estos se
prefieren para el anélisis cromatogréfico®2. Los filtros de fibra de vidrio GF/F o filtros de
membrana de 0,45 um, pueden utilizarse indistintamente ya que se ha reportado® que
no hay diferencias significativas en la concentracién de Clo “a” determinada utilizando

cualquiera de estos filtros.
¢ Preservacion de la muestra:

Los filtros suelen almacenarse en la oscuridad y a bajas temperaturas en caso de
no realizar la extraccion de los pigmentos de forma inmediata. Si el tiempo de
almacenamiento es de semanas las temperaturas deben ser de -20°C, para largos

periodos de tiempo los filtros deben almacenarse en nitrégeno liquido a -196°C332,
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El almacenamiento de los filtros no es recomendable por el riesgo de degradacion.
¢  Extraccion de los Pigmentos.

El paso siguiente al almacenamiento de los filtros, es la extraccion de los
pigmentos en solventes quimicamente compatibles. Numerosos solvente tales como
metanol, dimetilsulféxido, dimetilformamida y dimetilacetamida han sido utilizado *°, no
obstante la acetona al 90% es el solvente validado para la extraccién de pigmentos en
muestras de agua de mar y el etanol en el andlisis de muestras de agua dulce*!1#3¢:37:38

El mecanismo que opera durante la etapa de extraccion es el siguiente: el solvente
penetra la pared celular de las algas, luego los lipidos y proteinas de las membranas del
cloroplasto se solubilizan en una matriz acuosa®. En general la extraccion de los
pigmentos no es completa hasta que no hay una ruptura total de la pared celular de las
algas. En consecuencia, es necesario la utilizacion de procesos mecanicos que faciliten
el rompimiento de las células, tales como: agitacion por ultrasonido, trituracion con
mortero, extraccion solido-liquido mediante maceracion de los filtros con las algas en

los solventes de extraccion, etc.

La eficiencia del proceso de extraccién, dependera de varios factores: el tipo de
filtro, el tipo de alga, el tipo de solvente, sus propiedades de solvatacidén y penetracion
en la muestra, el tiempo de extraccion, la utilizacion de mecanismos mecanicos que
faciliten el rompimiento de las células y la modificacion en las temperaturas que mejoren
la extraccion de los pigmentos®?. La extracciéon debe ser rapida, sencilla, reproducible y

con elevada precision permitiendo procesar un gran numero de réplicas.

¢ Andlisis de los extractos.

La etapa final de la metodologia de extraccion de los pigmentos es el andlisis de

los extractos mediante técnicas espectroscépicas o de cromatografia liquida®.
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2.2 Interferencias en la determinacion de Clo “a” en sistemas acuéticos, por

técnicas espectroscoépicas.

En el fitoplancton suelen encontrase una amplia diversidad de pigmentos
fotosintéticos. En los sistemas acuaticos, ademas de la Clo “a” que es el principal
pigmento fotosintético presente en todas las especies de fitoplancton, también se

encuentran las clorofilas b y ¢, asi como también las xantofilas, ficobilinas y carotenos*?.

Por otro lado, las clorofilas en su medio natural o durante los procesos de

333 siendo los de

extraccion, suelen transformarse en sus productos de degradaciéon
mayor importancia encontrados en los sistemas acuaticos las clorofilitas, feoborbitas y
feofitinas, estas Gltimos conocidos como feopigmentos®. Es posible encontrar entonces

simultdneamente varios pigmentos y productos de degradacion en una muestra.

En la determinacion por técnicas espectroscopicas de la Clo “a”, la presencia de
otros pigmentos fotosintéticos suelen causar interferencias espectrales que provocan en
algunos casos la subestimacion y en otros la sobre-estimacién de esta clorofila'®23. En
la figura 3.4, se presentan los espectros de absorcion molecular y de emision de
fluorescencia de las clorofilas a y b *°. Se observa una gran similitud entre los espectros
de estas clorofilas, lo mismo ocurre para la clorofila c. La determinacion de Clo “a” en
presencia de los otros dos tipos de clorofila, mediante técnicas espectroscopicas suele
verse afectada por la coincidencia entre los maximos de absorcion y emision de
fluorescencia de estas clorofilas, ya que en la obtencion de los espectros se producen
solapamientos entre estos maximos. Esto produce interferencias espectrales que
afectan la exactitud de la determinacion cuantitativa de la Clo “a” y excluyen la

posibilidad de realizar la cuantificacién de esta mediante el uso de la ley de Beer.
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Figura 3.4 Espectros de absorcion y de fluorescencia de la Clo “a” y Clo “b".

Por otro lado los productos de degradacion de las clorofilas también suelen tener
caracteristicas espectrales similares a aquellas de las cuales provienen. Por ejemplo el
espectro de absorcion de las clorofilitas no se distingue espectroscopicamente del de la
Clo “a”. La feoborbita “a” y la feofitina “a” absorben luz y emiten fluorescencia en la
misma region espectral que la Clo “a”. Mientras que el espectro de fluorescencia de la

feofitina “b” coincide con el de la feofitina “a”*?%3 .
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Aunque se han desarrollado diversidad de métodos espectroscopicos para la
determinacién de la Clo “a” en presencia de los otros tipos de clorofilas y sus
feopigmentos, estos meétodos frecuentemente son inexactos. Por esta razon los
meétodos cromatograficos muchas veces se prefieren en el analisis de pigmentos en
muestras acuaticas, ya que mediante la separacion de los pigmentos fotosintéticos se
solucionan los problemas de interferencias presentes en las técnicas espectroscopicas.
No obstante el uso de la CM fomenta el uso de las técnicas espectroscépicas y estas
ademas presentan las ventajas de mayor simplicidad, bajo coste y mayor capacidad de

procesamiento de muestras, en el caso de de la fluorescencia destaca su sensibilidad.

2.3 Técnicas Clasicas de determinacion espectrofotometrica de la Clo “a”

En las determinaciones espectroscopicas, debido al solapamiento que presentan
los tres tipos principales de clorofilas (a, b y ¢) en sus bandas de absorcibn maxima,
varios procedimientos han sido desarrollados para la determinacion de las tres clorofilas
en una misma muestra. Estos se basan en la medicion de absorbancia a tres
longitudes de onda distintas y el calculo de la concentracion de cada clorofila se realiza

mediante las ecuaciones denominadas “tri-cromaticas” #4041,

Jeffrey y Humprey', desarrollo la denominada, ecuacion tricromatica, para
determinar simultaneamente Clo “a”, Clo “b” y Clo “c”;. En esta ecuacidon primero se
estima la cantidad de clorofila total, luego para la determinacion de Clo “a” e igualmente
para otros constituyentes, se sustrae la contribucion desde Clo’b” y Clo “¢c” .Las
ecuaciones tricromaticas para determinar concentraciones de pigmentos en mezclas de
clorofilas “a”,”b” y “c” supone la ausencia de los productos de degradacién de la clorofila

que pueden interferir con el analisis.
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Lorenzen®®, desarroll6 un procedimiento espectroscépico para la determinacion de
Clo"a” y feofitina “a”. La absorbancia se lee a 665nm antes y después de la acidificacion
de la muestra. La acidificacion degrada la Clo"a” a feofitina “a”. Este método se utiliza
principalmente para corregir las interferencias de los feopigmentos en al andlisis de
clorofila, dado que estos provocan una sobre-estimacion de la clorofila “a” debido a la

similitud de los espectros de absorcion de los pigmentos y de la clorofila.

2.4 Técnicas Clasicas de determinacion Fluorométrica de la Clo “a”

En muestras de aguas de tipo oligotréficas*?, que contienen baja concentracion de
Clo “a”, el uso de las técnicas fluorométricas resulta muy atractivo ya que esta técnica
suele ser hasta dos d6rdenes de magnitud mas sensible que la espectrofotometrica. El
método fluorométrico tiene amplia aplicacidén en la determinacion de la Clo “a” y sus feo-
pigmentos, no obstante el método no es fiable si hay presencia de Clo “b”, ya que bajo
acidificacion de esta clorofila, el espectro de emision de fluorescencia de la feofitina “b”
coincide con la feofitina “a”, con lo cual se produce sub-estimacion de la clorofila “a” y

sobre-estimacién de sus feo-pigmentos™?.

Yentsch®® en 1963 y O. Holm-Hansen® (1965), proponen el primer método
fluorométrico para la determinacioén de Clo “a” y feofitina “a” en ambientes marinos. En
dicho método la intensidad de fluorescencia es medida en un rango dado de longitudes
de onda de excitacién y emision, antes y después de la acidificaciéon. Este método no
es recomendable para el andlisis de muestras naturales que contengan

concentraciones significativas de Clo “b”.
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Otras propuestas para determinar la concentracién de clorofilas a, b ,c y sus
feofitinas mediante métodos fluorométricos, han sido realizada por los siguientes
autores: Loftus y Carpenter®®, 1971, Boto y Bunt*, 1978, y Neveux y Panouse*,1987.
Todos estos meétodos utilizan el hecho de que el espectro de excitacion/emision de
fluorescencia es Unico para cada pigmento y a su vez cada pigmento presenta un
maximo de fluorescencia escogiendo la longitud de onda de excitacién y de emision
adecuada. Se requiere que el numero de medidas de fluorescencia sea equivalente a
los pigmentos individuales analizados. Estos métodos fluorométricos presentan varias
limitantes: se requieren procedimientos de calibracién tediosos, cada pigmento a
analizar debe estar disponible como estandar de alta pureza y su concentracion debe

ser conocida para la determinacion de coeficientes de respuesta de fluorescencia.

Lorenzen® en 1966, propone un método de fluorescencia en vivo, en él cual
aprovecha la tendencia que tiene la clorofila a fluorescer cuando se irradia con luz a una

determinada longitud de onda.

Welschmeyer en 1994 propone un método para determinar Clo “a” en presencia
de feopigmentos y Clo “b”. El sistema instrumental utilizado en éste método consiste de
una lampara Tipo 10-089 de Disefios Turner, que contiene poca energia a la longitud de
onda de excitacion maxima de feofitina “a” (408 nm) y utiliza filtros de interferencias a
436 y 680 nm en las posiciones de excitacion/emision. La configuracion optica produce
elevada sensibilidad para la clorofila “a” mientras que mantiene respuestas poco
sensibles desde clorofila “b” y feofitina “b”. Para la configuracién éptica escogida se
reporta que este método sobre-estima la Clo “a” por 10% en la presencia de Clo "b” a
relaciones molares 1:1. Este método tiene como ventaja principal : la deteccion
selectiva de la Clo “a”. Ademas es simple, de bajo costo y reduce los requerimientos de
pureza de los estandares de Clo“a”, dado que cualquier mezcla de solvente que

contenga clorofila “a” puede ser utilizada para la estandarizacion.
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En los protocolos del programa internacional de Oceanografia, Joint Global Ocean
Flux Study, JGFOS, 1994, también se establece un método para la determinacion de
Clo “a” y su feofitina en presencia de Clo “b™’. En 1997 la agencia de proteccién
ambiental de los Estados Unidos (EPA) propone el método estandar 445.0 * para la
determinacion de Clo “a” y feofitina “a” en algas de aguas dulces y oceanicas por
fluorescencia, este método propuesto se basa en el mismo principio que el desarrollado
por Holm-Hansen'. La Agencia de Aeronautica nacional y administracion de los
Estados Unidos (NASA) “®, ha incluido en sus protocolos para la validacién de la
medicion de color en océanos por sensores, un método para la determinacion

fluorométrica de la Clo"a”.

2.5 Determinacion de la Clo “a” por cromatografia liquida de alta resolucién

17202528 a5 yna de las

La cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC)
herramientas de analisis preferidas en la determinacion de la Clo “a” y otros pigmentos
fotosintéticos provenientes de muestras de aguas marinas y aguas de reservorio. Esto
debido a que mediante HPLC se realiza la separacién de la  Clo “a” del resto de los
otros pigmentos presentes en el fitoplancton, en consecuencia se obtiene una elevada
exactitud en la determinacion cuantitativa de este pigmento. Ademas la técnica de
HPLC ofrece una serie de ventajas: rapidez, facil automatizacion, deteccion en linea,

selectividad, sensibilidad, precision, etc, con respecto a las técnicas espectroscopicas.

Entre los primeros estudios realizados para el aislamiento y determinacion de la
Clo “a” y otros pigmentos del fitoplancton por la técnica de HPLC, podemos mencionar

7 49 Mantoura y Lewelling®. Estos

el de Abaychi y Ryley ', Falkoswski y Sucher
desarrollaron metodologias simples para la determinacion de clorofilas, sus productos
de degradacion, carotenoides en muestras de cultivo de fitoplancton, de algas, de

muestras de aguas marinas y de aguas naturales.
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Estos autores, mejoran la exactitud en la determinacion cuantitativa de la Clo “a” y
a la vez obtener informacién importante sobre la composicion taxondémica de las
comunidades del fitoplancton. Estos estudios corresponden a los métodos clasicos de
HPLC para andlisis de fitoplancton marino y marcaron la pauta en el curso de la

investigacion en esta area.

Investigaciones posteriores, realizadas por varios autores tales como Gieskes y

6 29 Suzuki y col.®® |, Wright y Jeffrey®!, Kohata y

Kraay 2°, Bidigare y Kennicutt
Watanabe®, Jeffrey y Wright®, Zapata y Garrido® permitieron la evolucién en la
investigacion de mejores métodos de andlisis de HPLC para la separacion de
pigmentos fotosintéticos en fitoplancton marino. Estas investigaciones fueron orientadas
en general hacia dos vertientes principales: la separacion rapida y eficaz de la Clo “a”
de otros pigmentos interferentes, para garantizar que su cuantificacion sea exacta y
establecer una metodologia que sea capaz de separar adecuadamente todos los
pigmentos presentes en fitoplancton, que den informacion importante acerca de la

composicion taxondmica de un extensa poblacién de comunidades de algas estudiadas.

Una amplia revisién bibliografica sobre la evolucion de los métodos HPLC
reportados, puede encontrarse en la Monografia de Jeffery®® y las referencias
bibliogréaficas citadas dentro de la misma. Mantoura y Barlow® recomiendan el uso de
métodos de HPLC isocréaticos para un analisis rapido de clorofilas y sus derivados
empleados volimenes pequefios de muestras. La deteccibn por fluorescencia
incrementa la selectividad y la sensibilidad para la cuantificacion con elevada exactitud
de la Clo “a”. Ahora bien si se requiere un analisis completo de clorofilas y carotenoides
, se prefiere el uso de métodos de HPLC por gradiente®®. También sefialan que la
deteccién por fluorescencia en HPLC es altamente selectiva para las clorofilas y excluye
los carotenoides, mientras que la deteccién de pigmentos por absorcion molecular es

sensible tanto para las clorofilas como para los carotenoides.

144



Capitulo 3/ Revision Bibliografica Clo “a” en Sistemas Acuaticos

La vasta investigacion que ha sido desarrollada desde los métodos clasicos hasta
los métodos mas modernos de HPLC para el analisis de pigmentos de fitoplancton, ha
permitido establecer las condiciones experimentales del sistema cromatografico para el
aislamiento y cuantificacion de una amplia diversidad de pigmentos. El mayor esfuerzo
en la optimizacion de los métodos cromatogréficos fue realizado hace décadas y en
consecuencia la metodologia actual de HPLC para la separacién de clorofilas y sus
productos de degradacién en muestras de agua, no saca partido de las herramientas

instrumentales y célculos para mejorar la eficiencia de este analisis.

La tendencia actual en la investigacion de la técnica de HPLC para el andlisis de
pigmentos en fitoplancton se enfoca principalmente en la optimizacion de la
metodologia de analisis en todas sus etapas: desde el muestreo, extraccion de los
pigmentos hasta una separacion eficiente de los pigmentos. En este sentido, Van
Leeuwe®’ y col., realizaron un estudio sobre la optimizacién de un método de andlisis
automatizado de pigmentos de algas por HPLC. Estos trabajos evaluan la estabilidad
de los pigmentos en los extractos, la eficiencia de extraccion de los pigmentos y la
optimizacién en la resolucion de los picos cromatograficos. Se obtuvo que el tratamiento
de la muestra mediante el procedimiento de freeze-drying, la extraccion de los
pigmentos en acetona al 90% vy la aplicacién del empaquetamiento con agua (water
parking) suministra un protocolo Optimo para el analisis por HPLC de una amplia

poblacién de plancton natural y de cultivos de microalgas.

Por otro lado, es conocido que la técnica de HPLC es una técnica de referencia
para el andlisis de pigmentos en muestras de aguas marinas o dulces. Organizaciones
internacionales como el JGFOS®® recomienda la técnica de HPLC para la determinacion
de la concentracidon de Clo “a” y mas recientemente la NASA incluye el uso de métodos
de HPLC para andlisis de pigmentos de fitoplancton®®, en un conjunto de protocolos de

medicion de soporte para medidas Opticas de océano.

145



Capitulo 3/ Revision Bibliografica Clo “a” en Sistemas Acuaticos

Dado la exactitud del analisis cromatografico por HPLC, esta técnica suele
utilizarse para validar los resultados obtenidos en la extraccidon de pigmentos desde
muestras de aguas principalmente clorofila “a”, mediante la aplicacion de nuevas
metodologias experimentales que permitan optimizar los procesos de extraccion de

pigmentos en el fitoplancton.

Estudios recientes sobre la aplicacion de la técnica de HPLC en la evaluacion de la
eficiencia de la recuperacion de pigmentos mediante procedimientos de extraccion han
sido realizados, entre estos tenemos el de Mantoura y Wright*!, en este estudio se
utiliza la técnica de HPLC por primera vez para evaluar la recuperacion y degradacion
de clorofilas y carotenoides en filtros congelados desde microalgas y fitoplancton, en un
experimento a largo término ( 328 dias). También podemos citar las investigaciones de

Knefelkamp y col®

, estos realizaron un estudio comparativo de seis filtros de diferente
tipo en la retencién de Clo “a” provenientes de muestras de agua. Se comparo la
retencion de la clorofila “a” en los diferentes filtros por analisis HPLC, se obtiene que el

filtro de membrana de nylon de 0,2 um es el que suministra los mejores resultados.

2.6 Calibracion Multivariada y su Aplicabilidad en la deteccién por métodos
espectroscoépicos de Clorofilas en muestras de agua.

El uso de CM en técnicas espectroscopicas para la determinacion simultanea de
clorofilas y sus correspondientes feopigmentos, ha sido ampliamente reportado® .
Modber®® realiz6 un trabajo en el cual compara un método espectrofotométrico
aplicando CM para la determinacion simultanea de Clo (a, b y ¢) y sus correspondientes
feo-pigmentos; con meétodos clasicos fotométricos: mediante las ecuaciones de
Lorenzen y la denominada ecuacion tricromética. En este estudio, se obtiene que
utilizando el algoritmo PLS2 se mejora la capacidad predictiva para la Clo “a” mejora en
un factor de 2,4 y permite el andlisis simultaneo de seis analitos en comparacion con el

método de Lorenzen (dos analitos) y el método tricromatico (tres analitos).
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Casi simultaneamente Modberg®® realiza otro estudio en el cual se determina
seis especies de la clorofila, empleando métodos fluorométricos , se aplica como
algoritmo de CM el anélisis del factor paralelo (PARAFAC)°. Los resultados obtenidos
se comparan con minimos cuadrados clasicos (CLS) y métodos de referencia (HPLC y
espectroscopia visible). EI método de CLS y el de PARAFAC dan resultados similares
en términos de capacidad predictiva con respecto a las soluciones estandares de
prueba. En las muestras, se obtienen resultados con el método de PARAFAC que
concuerdan con los métodos de referencia, mientras que CLS falla. Por otro lado se
obtiene que la Clo "a” y feofitina “a” son predichos satisfactoriamente asumiendo que la

clorofila b y c y la feofitina b, son interferencias desconocidas.

Posteriormente Modberg y Karlberg 3, realizan un estudio sobre la validacién del
método de calibracion multivariada para la determinacion de las tres clorofilas (a, b y ¢)
y sus correspondientes feo-pigmentos. Los resultados obtenidos indican que el modelo
PLS1, predice analitos que probablemente estan presentes en las muestras desde los
cultivos de laboratorio, los modelos también demuestran que las concentraciones de
feofitinas después de acidificacion igualan la concentracion de clorofila antes de

acidificar, mostrando que aquellos son exactos y selectivos.

3. Justificacién y Objetivos

De la revision bibliogréafica anterior se desprende que el proceso de determinacién
global de la Clo “a” en sistemas acuaticos sera 6ptimo si se logra disminuir el nimero
de etapas de analisis involucradas en el proceso, se preserva la integridad de los
pigmentos y se alcanza una alta exactitud en la cuantificacion de la Clo “a” aun en
presencia de otros pigmentos fotosintéticos en la muestra. En este sentido, en esta
investigacion se pretende desarrollar una metodologia rapida y sencilla que permita
disminuir las fuentes de variabilidad que suelen introducirse durante el proceso de

extraccion de los pigmentos.
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Para ello se planteo la optimizacion del procedimiento de extraccion de
pigmentos, respecto al volumen de muestra, el tipo de solvente y el tiempo utilizado en
la extraccion de los pigmentos, asi como también la supresion del uso de procesos

mecanicos durante el procedimiento.

Por otro lado el uso de CM mejora notablemente la exactitud de los métodos
espectroscopicos, sin embargo presenta como limitante principal el uso de
procedimientos de calibracion complejos que en algunas ocasiones no son adecuados
para andlisis de rutina. Por su parte, de los estudios citados sobre la aplicacion actual
de HPLC en la determinacién de pigmentos fotosintéticos se desprende que en general
estos suelen basarse en procedimientos clasicos de separacion por HPLC. Esto debido
a que los métodos cromatogréaficos establecidos son en su mayoria eficientes en la
identificacion y cuantificacién de los pigmentos fotosintéticos. No obstante, es necesario
el desarrollo de métodos modernos de HPLC en la determinacion de pigmentos
fotosintéticos utilizando las innovaciones actuales que han sido desarrolladas para esta

técnica.

La importancia de este estudio se fundamenta en el desarrollo de métodos
modernos de analisis utilizando las técnicas de fluorescencia en conjunto con CM y de
HPLC convencional y capilar, para la determinacién de las clorofilas “a” y “b” en
sistemas acuaticos, que permiten minimizar las limitantes que presentan dichas
técnicas. En una primera fase del trabajo se planteo la optimizacién del procedimiento
de extraccion de los pigmentos y se evalud la aplicacion de la técnica de fluorescencia
molecular en conjunto con la CM sobre la determinacion de estas clorofilas. En una
segunda fase de este estudio se desarrollo un método de separacion rapido y sencillo

para la identificacion y cuantificacién de los pigmentos mediante la técnica de HPLC.
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De forma de incrementar la sensibilidad en la deteccion cromatografica y facilitar
la automatizacion de esta técnica se planted la aplicacion de los sistemas de pre-
concentracién en linea de la micro extraccién en fase sélida en tubo® (SPME en tubo)
realizada sobre la fase estacionaria de una columna capilar de cromatografia de gases
(CG) y la extraccion en fase solida (SPE) realizada sobre la fase estacionaria de una
columna empacada. Estos procedimientos, fueron acoplados a dos sistemas de HPLC:
cromatografia liquida convencional y cromatografia liquida capilar.

La SPME es una técnica de extraccion rapida, sensible, libre de solvente, que fue
desarrollada por Pawlyszin y colaboradores®. Se ha establecido recientemente un tipo
de SPME, denominada SPME en tubo®®, esta es una técnica de extraccién de
compuestos organicos desde muestras acuosas, en la cual los analitos son extraidos
directamente desde la muestra dentro de una columna capilar tubular abierta por ciclos
repetidos de llenado y salida de la solucion de muestra. La SPME en tubo ha sido
acoplada a sistemas HPLC, suministrando un procedimiento de extraccion
automatizado y exacto, para el anélisis de drogas.®* . Una comparacién entre la SPME
en tubo acoplada a HPLC convencional y a HPLC capilar, en la determinacién de
triazinas en muestras de aguas fue realizada por Pericas y col®’.

La aplicacion de los sistemas de SPME y SPE en tubo no ha sido anteriormente
reportada en la literatura para la determinacion de pigmentos fotosintéticos en muestras
de aguas, por lo que nuestra propuesta permite establecer un precedente sobre las
ventajas y desventajas que pueden tener estos sistemas en dicha determinacién. Este
trabajo es de gran importancia en el estudio de métodos modernos de andlisis de HPLC
de Clo “a” y “b” en muestras acuaticas, ya que se plantea una optimizacién en la
metodologia integral de andlisis:, el uso de la SPME en tubo por primera vez como
sistemas de extraccion en linea de pigmentos fotosintéticos, acoplada tanto a HPLC
convencional como a HPLC capilar, asi como la comparacién entre la deteccién por

fluorescencia y por espectrofotometria en el analisis por HPLC.
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El objetivo principal planteado en nuestro estudio es:

¢ Desarrollar una metodologia 6ptima de  determinacién de la Clo “a” en
muestras acuaticas mediante las técnicas de fluorescencia molecular y
HPLC. A su vez aplicar modelos de calibracion multivariados en la
determinacion de la Clo “a” que permitan aumentar la exactitud en su

cuantificacion por fluorescencia.

Para alcanzar este objetivo principal se proponen los siguientes objetivos

secundarios:

¢  Optimizar los parametros instrumentales para la determinacion de Clo “a” y

Clo “b” mediante el uso de fluorimetro convencional y los sistemas de HPLC.

¢ Optimizar las variables que afectan el proceso de extraccion de los pigmentos
tales como el volumen de muestra de filtracion, volumen del solvente de

extraccion y tiempo de extraccion.

. Evaluar la eficiencia del etanol como solvente de extraccidon tanto en

muestras de agua de mar como en muestras de agua dulce.

¢ Evaluar la eficiencia de dos procedimientos de separacion del fitoplancton vy
extraccion de los pigmentos fotosintéticos en las muestras de agua de mar,
mediante la recuperacion de Clo “a” y Clo “b” en muestras contaminadas
“spiked”.
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. Plantear modelos de calibracion multivariados mediante la aplicacion de
algoritmos de regresion de minimos cuadrados parciales, PLS1 y PLS2 que

sean aplicables a la determinacion de las clorofilas “a” y “b” en las muestras

acuaticas.
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1. PARTE EXPERIMENTAL

1.1 Equipos:

Se utilizé un fluorimetro Hitachi F4500 (Instrumentos Hitachi Inc Tokio, Japon),
éste consta de una fuente de excitacion de Arco de Xenon, dos monocromadores (uno
para la radiacién de excitacion y otro para la de emisidén) y un sistema de deteccion de
foto multiplicador. La medicion de fluorescencia en este fluorimetro se realizé de la
siguiente forma: el primer monocromador permite seleccionar la longitud de onda de
excitacion proveniente de la fuente de Xendn, posteriormente esta radiacion incide
sobre una celda de Fluorescencia de cuarzo, geometria rectangular (de 10 mm x 2 mm)
paso optico de 2mm, volumen de 0,70 mL, (Hellma, Alemania). La emision de
radiacion de fluorescencia se recoge de forma perpendicular a la trayectoria del haz de
excitacion. El segundo monocromador sirve para seleccionar la longitud de onda de la

emision de fluorescencia y la enfoca sobre el detector ( foto multiplicador).

1.2 Reactivos y Solventes:

Estandares de la Clorofila “a” (Clo “a” ) al 98,1% de pureza y la Clorofila “b”, (Clo
“b” ) al 98,4% fueron suministrados en ampollas ambar selladas de 5 mg; (SIGMA, St.
Louis, Missouri, USA). Los solventes utilizados fueron etanol 99,9% grado HPLC
suministrado por Fluka (Suiza) y agua desionizada 18 mQ ( Nanopura, Sybron

Barnstead (Espafia).

Soluciones patrones de la Clo “a” y la Clo “b” fueron preparadas en etanol grado
HPLC. Cantidades conocidas (exactamente pesadas) de las clorofilas se obtienen
desde las ampollas selladas de cada reactivo y se transfieren en la oscuridad a frascos

volumétricos ambar de 25 mL.
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Se realiz6 la dilucion de cada compuesto y se obtiene una solucidén estandar de
Clo “a” de 45,2 mg L* y una solucién estandar de Clo “b” de 144 mg L™. Estas
soluciones se mantienen refrigeradas a una temperatura de 4 °C en los frascos dmbar
envueltos en papel de aluminio, para proteger las soluciones de la luz y asi evitar

posibles transformaciones quimicas.

1.3 Muestras:

Se analizaron dos tipos de muestras de agua: de agua de mar y de agua de
reservorio. Las muestras de agua de mar fueron colectadas en botellas plasticas de (1L)
en playas de la ciudad de Valencia al este de Espafia. Las otras muestras se colectaron
desde un reservorio de agua dulce ubicado en la facultad de Quimica de la Universidad
de Valencia nucleo: Burjassot. EI muestreo se realizé en los meses de abril y mayo del
2007. Las muestras fueron almacenadas en nevera a una temperatura de 5°C para
posteriormente ser filtradas y realizar el procedimiento de extraccién de los pigmentos
fotosintéticos.

2. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

2.1 M edicion de Fluorescencia.

Para la adquisicion de los espectros de fluorescencia de las clorofilas “a” y “b” se

emplean las condiciones instrumentales resumidas en la tabla 3.1.
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Tabla 3.1 Condiciones Instrumentales Fluorimetro Hitachi F-4500.

Tiempo de Integracion (seg.) 0,1
Ancho de Rendija de Excitacion (nm) 10
Ancho de Rendija de Emisién (nm) 10
Voltaje Foto multiplicador (V) 950

Longitud de onda de excitacién Clo “a” (nm) 430
Longitud de onda de excitacién Clo “b” (nm) 460
Longitud de onda de emision Clo “a” (nm) 670

Longitud de onda de excitacién Clo “b” (nm) 660

2.2 Procedimiento de Extraccion de los pigmentos.

La extraccion de pigmentos constituye el primer paso en la determinacién de Clo
“a” en sistemas acuaticos’. Este procedimiento experimental se realizé en dos etapas:
en la primera se realiza la separacion del fitoplancton de las muestras de agua, bien sea
por filtracién o por la retencién de los organismos en la fase C-18 del cartucho de SPE.
En la segunda etapa se realizd la extraccion de los pigmentos desde el fitoplancton
retenido mediante la adicion de etanol. En este trabajo se sigue los pasos
experimentales indicados en el protocolo estandar utilizado en esta etapa de analisis de
pigmentos del fitoplancton. No obstante, en este estudio se realiz6 una optimizacion del
procedimiento experimental respecto al diametro del filtro, volumen de muestra,
volumen de solvente, tiempo de extraccion y otras variables tales como el uso de

procedimientos mecanicos para la extraccion de los pigmentos.

Se utilizaron dos procedimientos para la optimizacion de la separacién del

fitoplancton y extraccion de los pigmentos desde las muestras de agua :

3 Procedimiento 1F-0,45.
* Procedimiento 2 SPE C-18.
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En el primer procedimiento se filtran 10 mL de la muestra de agua con una
membrana de nylon de tamafio de poro de 0,45 um y 13 mm de diametro(Teknokroma,
Barcelona, Espafa), luego éste filtro se transfiere a una frasco de vidrio ambar de 5 mL,

al cual se afiade 1 mL de etanol para extraer los pigmentos.

En el segundo procedimiento, se hacen pasar diferentes volimenes de muestra a
través de un cartucho de extraccion de fase sélida C-18, donde son retenidos los
organismos de fitoplancton y luego se realiza la elusion de los pigmentos con
volumenes variables de etanol. Mdltiples ensayos fueron realizados en este
procedimiento, obteniendo los mejores resultados cuando se utilizan 10 mL de muestra

y 1 mL de etanol.

Todas las operaciones experimentales fueron realizadas en la oscuridad, para
evitar la posible foto-oxidacion de los pigmentos. Finalmente los extractos de muestras
obtenidos por ambos procedimientos de extraccion, fueron analizados de forma

inmediata.

2.3 Estudios de Recuperacion de Clorofila “a” y Clorofila “b”.

Una evaluacion global del procedimiento de separacién y extraccion de los
pigmentos desde las muestras de agua se requiere para garantizar la fiabilidad de los
procedimientos 1F-0,45 y SPE C-18. Dado la alta reactividad de la clorofila y su
tendencia a transformarse en sus derivados, no existen estandares de referencia que
permita la determinacion de estos pigmentos y que puedan ser utilizados en la
validacién de un procedimiento experimental. En estos casos, la IUPAC? recomienda el
uso de “spiking” (contaminacién) de muestras, para realizar la validacion de un método
experimental. La exactitud del método puede expresarse como la recuperacion

analitica.
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En nuestro estudio, la contaminacion de muestras de agua de mar y de agua
dulce, con soluciones estandares de Clo "a” y Clo “b” permitié evaluar la eficiencia en la
exactitud de los procedimientos de preparacién de la muestra utilizados. En este
procedimiento, varias réplicas de las muestras, 10 mL, fueron contaminadas con
cantidades conocidas de las clorofilas (a y b), posteriormente se someten al proceso de
extraccion y luego los extractos son analizados. Lo mismo se realiza sobre varias
réplicas de las muestras sin contaminar, esto para corregir la respuesta analitica del
pigmento extraido desde las muestras contaminadas con respecto a la cantidad de
pigmento en la muestra original. La recuperacion se determina por comparacion entre la
intensidad de fluorescencia, a la longitud de onda de maxima emision, del extracto con
respecto a la sefal de fluorescencia obtenida de una solucion estandar del pigmento

disuelto en etanol puro.

Para la identificacion cualitativa de la las clorofilas “a” y “b” en las muestras,
fueron comparados los espectros de fluorescencia obtenidos en los extractos de
pigmentos desde la muestra original y las muestras de aguas contaminadas, con los

espectros de soluciones estandares de estas clorofilas en etanol.

24 Modelos de Calibracién para la determinacion de Clo “a” y la

Clo “b” en muestras de agua de mar.

2.4.1 Modelos de Calibracion Univariados

En este estudio fueron planteados dos modelos de calibracién univariada:

¢ Curva de calibracion externa (CCE); realizado con una serie de soluciones
patrones de Clo “a” y Clo “b” disueltos en etanol en el intervalo de
concentraciones de 100 a 1000 pglL™. Estas soluciones se preparan

diariamente por dilucion adecuada de las soluciones estandares.
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¢ Curva de adicion de estandar (ADS) para el analisis de Clo “a” y Clo “b".
Se utilizo el procedimiento 1F-0,45 para la Clo “a”, y el procedimiento SPE C-
18 parala Clo “b”.

En ambos modelos, se aplicé la regresion lineal entre las sefiales de fluorescencia

y la concentracion de las soluciones de las clorofilas.

2.4.2 Modelos de Calibracion Multivariados

Se aplicé el modelo de regresion de minimos cuadrados parciales, PLS, en el
analisis multivariado de las sefiales de fluorescencia obtenidas desde diversos
conjuntos de calibracion de soluciones de Clo “a” y Clo “b”. En este estudio, fueron
aplicados tanto el algoritmo PLS1 como el PLS2.Se utilizaron tres conjuntos de
muestras calibracion para la aplicacion de los modelos de calibracién PLS 1 y PLS2.
En el primero, muestras cl a ¢ 4, SE construyo con soluciones uni-componentes de las
clorofilas, a y b, disueltas en etanol. El segundo conjunto de calibracién, el a e 5, se
construyé con extractos en etanol obtenidos mediante el procedimiento SPE C-18
provenientes de muestras contaminadas de forma individual con Clo “a” y Clo “b” . El
tercer conjunto de calibracion consistid de siete soluciones estandares ( m1 a m7 ) de
las clorofilas en etanol. En la tabla 3.2 se presentan un resumen de los conjuntos de

calibracion utilizados.

El planteamiento de los dos conjuntos de calibracion anteriores, se realizé con la
finalidad de establecer tres modelos de calibracion PLS1, el primero: denominado
(PLS1l), se aplico sobre el conjunto de calibracion cl a c4. En el segundo modelo,
PLSL1II, el conjunto de calibracion fue el a e5. El tercer modelo de calibracion: PLS1III,
se utilizé sobre extractos en etanol obtenidos por el procedimiento 1F-0.45, desde

muestras contaminadas con cantidades conocidas de Clo “a” esto el conjunto e 1 a e 4.
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En la validacion del modelo PLS1I se utilizé el conjunto el a e 4. En los modelos

PLS1l y PLS1II el conjunto de validacion consistié de las soluciones c1 a c4. El modelo

calibracién PLS2 fue aplicado sobre el conjunto de calibracion m1 am 7.

PLS1

Tabla 3.2 Conjunto de Muestras de Calibracion, utilizada para la aplicacion del modelo

Muestras Analito

de Clo “a” Clo “b” (ng

calibraciéon (g L ) L )
cl 0 0
c2 10 25
c3 25 50
c4 50 100
el 1.96 9.9
e2 3.85 19.6
e3 5.66 29.1
ed 7.41 38.0
e5 - 47.6
m1l 0 0
m 2 10 0
m3 25 0
m 4 50 0
m 5 25
m 6 50
m7 100
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3. RESULTADOS EXPERIMENTALES Y DISCUSIONES

3.1 Espectros de Fluorescencia de disoluciones de las Clorofilas “a” y

“b” en etanol.

En la figura 3.5 se presenta el espectro de fluorescencia obtenido para la Clo “a”
a longitudes de onda de excitacidn(lexc) €n un intervalo entre 420 y 460 nm (en
incrementos de 10 nm). Se observa que el maximo de intensidad de fluorescencia se
obtiene a una longitud de onda de emisidn (Aemis) de 670nm. La intensidad de
fluorescencia para la Clo “a” disminuye en el siguiente orden en funcion de la Aeyxc, €Sto
es 430 > 420>450>460 nm, por tanto la Aexc Optima para la Clo a” es de 430 nm; ya

gue en esta se obtiene la maxima intensidad en la sefial analitica.

2500

2000

b MM) 1F (u.a)
430nm 2103
——420nm 1849
——450nm 456
——460nm 106

1500 —

IF (u.a.)

1000

500

T T T T T T T T ! I ! 1
500 550 600 650 700 750 800
A (nm)

Figura 3.5 Espectros de Fluorescencia de una solucién de Clo “a” de 500 ppb en etanol, a un intervalo de

excitacion entre 420 y 460 nm.
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En la figura 3.6 se presenta el espectro de fluorescencia de una solucion de  Clo
“b” a tres longitudes de excitacion: 430,450 y 460nm. Se obtiene el maximo de
intensidad de fluorescencia a una Aemis de 660nm, cuando se excita a 460 nm. Se
observa que la intensidad de emision para la Clo “b” es muy baja, si se compara con la
obtenida para la Clo “a” ,ver figura 3.5, lo que indica una pobre sensibilidad en la
deteccion de Clo “b” por fluorescencia. La mayor sensibilidad en la deteccién por
fluorescencia, de la Clo “a” respecto a la Clo “b”, se explica ya que la Clo “a” posee un

rendimiento cuéntico absoluto (0.32), superior al de la Clo”b” (0.117)3.
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Figura 3.6 Espectros de Fluorescencia, para una solucion de Clo “b” de 500 ppb en etanol, a un intervalo

de excitacion entre 420 y 460 nm.
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Los resultados obtenidos en las figuras 3.5 y 3.6 indican que se puede realizar la
determinacion selectiva de la Clo “a”, a una excitacion de 430nm aun cuando este
presente la Clo “b” sin que esta interfiera significativamente en el analisis por
fluorescencia. Este resultado esta acorde con lo reportado por Welschmeyer?, el cual
propuso un método fluorométrico para la determinacion selectiva de la Clo “a” en

presencia de Clo “b” y de feo-pigmentos.

La determinacion selectiva de la Clo “a” en presencia de Clo “b” en las muestras,
resulta un aporte significativo en este tipo de analisis ya que la principal fuente de error
en los métodos clasicos de cuantificacion de Clo “a” por fluorescencia molecular es la

interferencia causada por la Clo"b” >°”.

En la tabla 3.3, se comparan las longitudes de excitacion y de emisién de
fluorescencia de Clo “a” y Clo “b” reportados en la literatura, utilizando como solventes
acetona o dietil-éter con las obtenidas en nuestro estudio. Se observa que las
propiedades fluorescentes con respecto a la excitacion y emision de las clorofilas en
etanol, obtenidas en este trabajo, no varian apreciablemente respecto a las que se
obtienen en otros solventes. Esto indica que puede sustituirse un solvente irritante,
toxico, corrosivo como es la acetona, comunmente utilizado en la extraccion de
pigmentos del fitoplancton marino, por un solvente seguro y de baja toxicidad como es

el etanol sin que se vean afectadas las propiedades fluorescentes de las clorofilas.
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Tabla 3.3 Propiedades Fluorescentes de la Clo “a” y la Clo “b” determinadas en diferentes

solventes.

Analito Solvente Excitacién (nm) Emision Reportado por:

(nm)

Clo “a” Dietil-éter 428 666 Boardman y Thorne (1971)
Dietil-éter 427 666 SCOR WG 78 data
Acetona 430 668 Jeffrey (1972)
Metanol 417 671 Junzhong Li (1997)
Etanol 430 670 En este estudio

Clo “b” Dietil-éter 453 646 Boardman y Thorne (1971)
Acetona 459 652,710 Jeffrey (1972)
Acetona 453 652 SCOR WG 78 data
Dietil-éter 435 644 Junzhong Li (1997)
Etanol 460 660 En este estudio

3.2 Estudios de Recuperaciéon de Clo “a” y Clo “b”.

Para evaluar la eficiencia del procedimiento de separacion del fitoplancton y
extraccion de los pigmentos en etanol, se realizaron estudios de recuperacion de la Clo
“a” y la Clo “b” en muestras de aguas reales “spiked”. Se utiliz6 la metodologia
experimental descrita en la seccibn 2.3. En una primera etapa, se estudio el

procedimiento 1F-0,45, descrito en la seccion 2.2.
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3.2.1 Evaluacién del Procedimiento 1F-0,45 um en la extracciéon de pigmentos

en muestras de agua de mar.

En la figura 3.7, se observan los espectros de fluorescencia de los extractos de
los pigmentos de una muestra a diferentes longitudes de onda de excitacion entre 420 y
460 nm. Se observa la emision de fluorescencia de la Clo “a” en los extractos, con un
maximo de intensidad a 672nm a las longitudes de onda de excitacion entre 420 y
440nm. La Clo "b” no es detectada, ya que no se observa el maximo de emision de

fluorescencia de 660nm correspondiente a este analito cuando se excita a 460nm.
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Figura 3.7 Espectros de Fluorescencia de los pigmentos extraidos en etanol de la muestra de agua de

mar, en un intervalo de longitudes de onda de excitacion entre 420 y 460 nm.

En la figura 3.7, se observa que el maximo de emision para una excitacion de 450
y 460 nm , se encuentra a una Aemis de 680 y 694nm respectivamente, esto indica la
presencia de otros tipos de pigmentos que son excitadas a esta longitud de onda pero

qgue no corresponde a la Clo “b”.
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Es probable que dicha emisién se deba a algun tipo de clorofila “c”, ya que los
principales tipos de clorofilas “c” se caracterizan por tener maximos de emision
alrededor de 638, 690 a 694 nm con una excitacion de 450 a 453 nm®. Se hace esta
suposicion sobre el hecho de que la deteccidn por fluorescencia excluye cualquier tipo
de carotenoide y es selectiva para las clorofilas y sus derivados. No obstante una

identificacidon confiable de este analito debe hacerse mediante un estandar.

En la figura 3.8, se presenta el espectro de fluorescencia obtenido para el extracto
de los pigmentos en etanol a una excitacion de 430 nm y se comparan con el espectro
de un blanco y de una solucion patrén de Clo “a” de 10ppb. Se observa la coincidencia
en el maximo de emision de fluorescencia, aproximadamente 670nm para el extracto
de muestra y la solucion patron de Clo “a”, verificando asi la deteccion cualitativa de

este analito en las muestras de agua.
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Figura 3.8 Espectros de Fluorescencia obtenido a una A, a 430nm para: a) Blanco de la muestra b)

Extracto de la muestra en etanol y c¢) Solucién patréon de 10 ppb de Clo “a” en etanol.
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. Se evalud la recuperacion de la Clo “a” en una muestra contaminada con 24 pg L™
de Clo “a” , el espectro de fluorescencia obtenido para el extracto de esta muestra se
compara al obtenido en una muestra sin contaminar y el espectro de una solucion
patrén de Clo “a” de 250 ppb, ver figura 3.9. Se observa que el espectro del extracto de
muestra contaminada, presenta una intensidad de fluorescencia comparable en
magnitud a la de una solucién patrén de Clo “a” de 250 ppb a la Aemi de 670nm, lo cual
indica que no hay interferencias de matriz en la extraccion de este analito cuando se

realiza el procedimiento experimental 1F-0,45.

1200 —
1000 c »
800
g
2 6004
w
400
200
a
0 —— e e
500 550 600 650 700 750 800
A (nm)

Figura 3.9 Espectros de Fluorescencia de los pigmentos extraidos en etanol a una Aq a 430nm
desde: a) extracto de muestra en etanol (—) b) extracto de muestra de agua contaminada con 24 ppb de

Clo “a” con sustraccion del espectro de a. (— ) y ¢) la solucién patrén de 250 ppb de Clo “a” (—).

En la figura 3.10, se presenta la informacion espectral referente a la extraccion de
la Clo “b” en las muestras. La Clo “b” no es detectable, ver figura 3.10 a, ya que no se
observa el maximo de emision de fluorescencia a 660nm correspondiente a este analito,

ver figura 3.10 b.
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Para la muestra contaminada con Clo “b”, se observa que el maximo de emision se
desplaza hacia longitudes de ondas de 680 nm, lo que indica que hay interferencias
debido a la matriz. Por tanto la recuperacién cuantitativa de la  Clo “b” en muestras de
agua de mar, mediante el procedimiento 1F-0,45 sera inexacta debido a la presencia de

especies interferentes.
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Figura 3.10 Espectros de Fluorescencia obtenidos a una A a 460nm de los pigmentos
extraidos en etanol, provenientes de: a) el extracto de la muestra (—) b) la solucién patrén de 250 ppb

de Clo “b” () y c) extracto de la muestra contaminada con 24 ppb de Clo “b” (—).

En la tabla 3.4, se presentan los porcentajes de recuperacion (% Rec) para la Clo
“a” cuando se aplica el procedimiento 1F-0,45, estos porcentajes van desde el 90 hasta
el 105%. Estos resultados indican que el procedimiento de extraccion utilizado es
eficiente en la extraccion de Clo “a” desde las muestras, sin evidencia aparente de
presencia de errores sistematicos en la determinacion de este analito. Por el contrario el
procedimiento 1F-0,45 no resulta adecuado para la deteccion de Clo “b” en las

muestras y esta sujeto a interferencias de la matriz.
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Tabla 3.4 Porcentajes de Recuperacion de Clo “a” obtenidos en las muestras de Agua de Mar.

A de excitacién (nm)
%Recuperacion

420 430 440
Clo "a" 93 105 90

* Procedimiento de extraccion 1F-0,45.

3.2.2 Evaluacién del Procedimiento 1F-0,45 um sobre muestras de agua de

reservorio.

Segun lo reportado en la literatura, el etanol es el solvente de mayor uso en la
extraccion de pigmentos desde el fitoplancton de muestras de agua dulce®, en nuestro
estudio evaluamos la eficiencia de extraccion de este solvente junto con el
procedimiento de separacion del fitoplancton sobre muestras de aguas de reservorio.
Estas muestras fueron pasadas a través de un filtro whatman de 8 um, previo al
procedimiento de extraccion, de forma que sean retenidos los solidos no disueltos que
estas poseen y disminuir asi posibles interferencias en la medicién por fluorescencia,

debido a la dispersion que provoca el material particulado.

En la figura 3.11, se presentan los espectros de fluorescencia obtenidos, para las
extractos de las muestras. Se obtienen los maximos de emision de fluorescencia
correspondientes a la Clo “a”, Aemis de 669nm, para la excitacion entre 420 y 440nm,
mientras que no hay deteccion de la Clo “b” sino que se observan maximos de emision
de 678 y 694nm. Se observa que hay una tendencia similar entre los espectros de
fluorescencia registrados para los dos tipos de muestras analizadas: agua dulce y agua

de mar (ver figura 3.7).
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Figura 3.11 Espectros de Fluorescencia de los pigmentos extraidos en etanol, provenientes de la

muestra de agua de reservorio, previamente filtradas con filtro de 8um.

En la figura 3.12, se presentan los espectros de fluorescencia para una extracto de
muestra, un extracto de muestra contaminada con 24 pgL™ de Clo “b”, y una solucién
patrén de Clo “b” de 250 pgL™. Se obtienen que el maximo de emision del extracto de la
muestra contaminada con Clo “b” coincide con el de la solucion patron de este analito,
esto indica que no hay efectos de matriz en la extraccion de esta clorofila en etanol. Por
tanto, se evidencia una mejor eficiencia del procedimiento 1f-0,45 en la extraccion de la
Clo “b” en las muestras de agua de reservorio con respecto a las muestras de agua de

mar.
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Figura 3.12 Espectros de Fluorescencia obtenidos a una A, a 460nm de los pigmentos extraidos
en etanol provenientes de: a) la muestra b) la muestra de contaminada con 24 ppb de Clo “b” y c)
Solucién de Clo “b” de 250 ppb.

En la tabla 3.5, se presentan los %Rec. obtenidos para la Clo “a” y la Clo “b”, en
las muestras. Para la Clo “a” los %Rec. van desde 56% a la Aexc de 440nm hasta 120%
para la Lexc de 420nm. Para la Clo “b”, se obtienen % Rec. de 64% a 460nm y del 66%
a 450nm. Se presume la presencia de especies interferentes, debido a la matriz de
estas muestras que afectan la determinacion de la Clo “a” y la Clo “b” en las muestras

de agua de reservorio.
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Tabla 3.5. Porcentajes de Recuperacion de Clo “a” y Clo “b” sobre los extractos de Muestras

de Agua de Reservorio.

Pigmento A ., (nm)

%Recuperacion

Clo "a" 420 120
430 80
440 56

Clo "b" 450 66
460 64

Se obtienen mejores resultados en cuanto a la recuperacion de la Clo “a” en las
muestras de agua de mar, esto se debe a que la matriz de las muestras de agua de
reservorio es mas compleja que la de las muestras de agua de mar. En aguas de
reservorio, suelen encontrarse gran cantidad de algas y de materia organica, lo que
afecta la calidad del agua y genera la presencia de sedimentos y solidos dispersos. Por
el contrario las muestras de agua de mar corresponden a aguas superficiales con una

escasa presencia de material particulado.

3.2.3 Evaluacion del Procedimiento de SPE C-18 en la extraccion de

pigmentos en muestras de agua de mar.

De forma, de obtener un procedimiento de extraccion que sea Optimo tanto para la
Clo “a” como para la Clo “b”, se ensayo la preconcentracion de los pigmentos aplicando
el procedimiento SPE C-18 (ver seccion 2.2 ). Para la identificacion cualitativa de la Clo
“a” y la Clo “b” asi como su determinacién cuantitativa, se contaminaron individualmente

dos muestras con 38,6 ug L™ de estos analitos.
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En la figura 3.13, se presentan los espectros de emision de fluorescencia

obtenidos a la Aexc 430nm, caracteristica de la Clo “a”. Se observa que para la muestra

contaminada con Clo “a”,

el de la solucién patrén de esta clorofila (Aemis de 672nm).

el maximo de emision de fluorescencia, obtenido coincide con

Para las soluciones que

contiene Clo “b”, se observé un maximo de emision de fluorescencia alrededor de los

650nm, que debe corresponder alguna especie en la muestra, que responde a la

excitacion de 430nm, pero que no interfiere con la deteccion de la Clo “a”.
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Figura 3.13 Espectros de Fluorescencia a A de 430nm para: a) Solucién patrén de Clo"a” de

250 ppb, b) Solucién patron de Clo"b” de 250 ppb y para los extractos obtenidos por SPE C-18 desde: c)

la muestra d) la muestra contaminada con 38,46 ppb de Clo "a" y d) la muestra contaminada con 38,46

ppb de Clo "b" .
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En la figura 3.14, se presentan los espectros de emision de fluorescencia
obtenidos a una lexc de 460nm. Se observa en el espectro del extracto de la muestra
contaminada con Clo “b” , el maximo de emision de fluorescencia a 660nm, que
coincide con el obtenido en el espectro de la solucién patron de 250 ppb de esta
clorofila. Se evidencia asi la extraccion mediante SPE de este analito en etanol. El
espectro de la figura 3.14 ¢, muestra que no hay deteccion de la Clo “b” en la muestra.
Por otro lado, se observo un maximo de emision a 696 nm en los espectros de las
figuras 3.13c, d y e, que sblo esta presente en las réplicas de las muestras y que no es
observado en el espectro de la solucién patrén de Clo “b”. Esto indica la presencia de

una interferencia desconocida en las muestras, presuntamente Clo “c”.
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Figura 3.14 Espectros de Fluorescencia a A.xc de 460nm para: a) Solucién patrén de Clo"a” de
250 ppb, b) Solucién patron de Clo"b” de 250 ppb y para los extractos obtenidos por SPE C-18 desde: c)
la muestra d) la muestra contaminada con 38,46 ppb de Clo "a" y d) la muestra contaminada con 38,46
ppb de Clo "b" .
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El porcentaje de recuperacion obtenido para la Clo “a” fue de 84% vy para la Clo
“b” fue de 73%. Estos porcentajes son relativamente bajos, no obstante permiten la
extraccion de ambas clorofilas, en consecuencia se aplica el procedimiento de SPE C-

18 en la cuantificacion de estos analitos en las muestras.

Segun los resultados obtenidos en la recuperacion de Clo “a” y Clo “b”, por los
procedimientos de extraccién descritos anteriormente; el procedimiento de “spiking”
permitié validar la exactitud del procedimiento 1F-0,45 para la extraccion de Clo “a” en
muestras de agua de mar siendo éste procedimiento 6ptimo para la separacion y
extraccion de este pigmento. No obstante, el procedimiento de SPE C-18 también fue
utilizado para la deteccién de estos pigmentos ya que permite la extracciébn de ambas

clorofilas en muestras de agua de mar.

En nuestro estudio, una drastica reduccion en el volumen de muestra utilizado
para la filtracion es alcanzada, comparada a los procedimientos clasicos de extraccion
de pigmentos. El volumen de muestra utilizado en la filtracion para analisis de
fitoplancton se escoge segun el método de analisis de los pigmentos y de la biomasa de
fitoplancton se estima contenga el agua a analizar. En base a estas premisas se utilizan
diferentes volimenes de filtracién, en el método 445 de la EPA’, el volumen de filtracién
es de 4 L para aguas de océanos abiertos y de 1L o menos para lagos o aguas de
estuarios. En el protocolo de la JFGOS' sugieren utilizar volimenes de muestras entre
0,1 a 0,5 L en aguas oligotréficas para ser analizadas por fluorescencia, la NASA' en
sus protocolos de andlisis para la determinacién fluorométrica de la Clo “a” sugiere
volumenes de filtracién de 0,5 a 1 L para aguas oligotréficas, 0,2 a 0,5 litros para aguas

mesotroficas y 0,1 L y menos para aguas eutroficas.
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En los procedimientos estandar para determinacion de Clo “a” por métodos
espectroscopicos del ICES™, sugiere un volumen de filtracién de 0,25 L para anélisis
fluorométrico. Se observa que en todos los protocolos estandar de determinacién de la
Clo “a” en muestras de agua por andlisis por fluorescencia se requiere el gasto de
elevados volumenes de muestras para la filtracion. En nuestro analisis el volumen de
muestra fue de 10 mL independientemente del tipo de muestra analizada: agua de mar
0 agua de reservorio, esto implica una notable disminucién en el volumen de filtracion
que suele utilizarse cominmente en determinacion de pigmentos en el fitoplancton
donde el volumen minimo requerido es de 0,1 L. Evidentemente la cantidad de muestra
no representa una limitacion en nuestra metodologia, cuando no se dispone de esta en

grandes cantidades.

La excelente eficiencia en la recuperacién de Clo “a” en las muestras, utilizando el
procedimiento 1F-0,45, indican que durante el proceso de extraccion el etanol posee el
suficiente poder de penetracion en el fitoplancton de estas muestras para producir la
destruccion de la pared celular de las algas y lograr la extraccion total de este pigmento
en este solvente. Asi que el uso de procedimientos fisicos comunmente utilizados para
la destruccion de la pared celular de las algas®, tales como sumergir el filtro en el
solvente por determinados periodos de tiempo “soaking”, la trituracion mecanica
mediante mortero “grinding” y la aplicacion de ultrasonido “ sonication” no fue necesario
en nuestro estudio. La supresion de estos procedimientos fisicos conlleva a una serie
de ventajas: se disminuye los riesgos de pérdida y contaminacion de la muestra, se
evita la posibilidad de degradacién de los pigmentos y se disminuye el tiempo de

analisis.
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La metodologia 1f-0,45 propuesta en este estudio para la separacion del
fitoplancton y extraccion de Clo “a” en muestras de agua de mar, cumple con cinco de
los seis criterios aplicados a las técnicas de extraccion del fitoplancton establecidos por
el grupo de trabajo SCOR 78°. Estos criterios son: fidelidad : los pigmentos no son
alterados durante el proceso, la compatibilidad: el solvente debe ser compatible con el
método de andlisis de las muestras, precision: el proceso debe ser repetitible y la
seguridad: el solvente debe tener baja toxicidad, en nuestro estudio se estudio como
solvente etanol el cual cumple con las caracteristicas requeridas. El Unico criterio con el
gue no cumple nuestra metodologia, es el de la extractabilidad, el cual establece que la
extraccion de todos los pigmentos debe ser completa independientemente del tipo de
alga. En nuestros experimentos se observo, que sélo para la Clo “a” se tienen elevados
porcentajes de recuperacion para las muestras de agua de mar “spiked”, mientras que
para las muestras de agua de reservorio se obtienen bajos porcentajes de recuperacion
gue indican que no hay una extraccién eficiente de este analito. Con respecto a la Clo
“b” se observa que en los dos tipos de muestras analizados, bajos porcentajes de
recuperacion son obtenidos. Los tipos de algas que poseen las muestras de agua de
mar y de agua de reservorio son diferentes, por lo que el mecanismo de extraccion de
solvente que opera sobre las mismas también debe serlo. Nuestra metodologia
experimental solo es efectiva en la determinacion de Clo “a” en muestras de agua de

mar.

Los resultados obtenidos en la recuperacion de la Clo “a” y la Clo “b” por el
procedimiento SPE C-18 sobre las muestras contaminadas indican la presencia de
errores sistematicos en la determinacion. En este proceso de SPE, el mecanismo de
extraccion que actla sobre los pigmentos difiere al el que utiliza el filtro de nylon, en
este caso el cartucho de extraccion con fase C-18, actia como un filtro de fibra de
vidrio, donde las particulas se retienen sobre su superficie y a lo largo de los espacios
internos del filtro®, en nuestro caso el fitoplancton de las muestras se retendra a lo largo

del volumen interno del cartucho.
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Por otro lado, sobre la fase C-18 del cartucho de SPE, se produce una adsorcién
selectiva de la Clo “a” y diferentes formas de interaccion entre el analito y la fase
estacionaria pueden llevarse a cabo. Por esta razdn, el mecanismo de elusiéon con
etanol es diferente al que se da en los filtros de nylon. El etanol ademas de penetrar la
pared celular de las algas, debe ser capaz de realizar la elusion de todos los pigmentos
contenidos en el fitoplancton que se encuentra adsorbido a lo largo del cartucho de
extraccion. Es de esperar entonces que esta metodologia se encuentre mas afectada
por interferencias de matriz que cuando se utilizan filtros de nylon, que son filtros
superficiales donde las particulas se retienen sobre la superficie del filtro y ademas
estos suelen disolverse en el solvente de extraccion. Durante el procedimiento
experimental se ensayo la utilizacién de un mayor volumen del solvente de extraccion,
pero los mejores resultados fueron obtenidos utilizando la relacion 10ml muestra: 1ml
etanol. Con la aplicacién de modelos de regresion multivariados en el procedimiento de
SPE C-18, se espera poder obtener mejores porcentajes de recuperacion ya que estos
modelos deberian ser capaces de compensar los errores sistematicos que influyen en la

extraccion de los analitos.

3.3 Modelos de Calibraciéon Univariados (CU) para la determinacién de la Clo “a” y
la Clo “b”.

3.3.1 Modelos de CU /Curva de calibracion externa (CCE)

En las tablas 3.6 y 3.7 se presenta los parametros de la ecuacion de la recta
obtenida al aplicar regresion lineal de las sefales de fluorescencia medidas para una
serie de soluciones patrones de Clo “a” y Clo “b” en el intervalo de concentraciones de
100 y 1000 ppb.

182



Capitulo 3/ CM y Fluorescencia Molecular en la determinacion de Clo “a”

Los valores de pendiente (b) y limites de deteccién (Lods) mostrados , indican
claramente una mayor sensibilidad y mejor limite de deteccion, de la Clo “a” con
respecto a la Clo “b”. La mayor sensibilidad obtenida para la Clo “a”, se debe a las
propiedades fluorescentes que presenta la Clo “a” respecto a la Clo “b”, ver figura 3.5y
3.6.

Tabla 3.6 Parametros analiticos obtenidos, por CU para la Clo “a” y Clo “b”".

.}\-exc- ?\'emis. m )
Analito ) bo S yix R
(nm) (nm) (ng™ L)
Clo“a*“ 430 670 4,77 +0.02 3121 28 0,9995
Clo “b” 460 660 0.33+0.02 14+5 6.63 0,9940

Tabla 3.7 Parametros analiticos obtenidos, por CU para la Clo “a” y Clo “b".

Y Lod Loq Intervalo de Trabajo
Analito 1 N
(mg'L) (gl (gL (ng L")
Clo “a” 2 18 59 60 a 500 4
Clo “b” 20 60 200 200 a 500 4

Los Lods se calculan como 3*S,,/b.

3.3.2 Modelos de CU /Método de Adicion de estandar (ADS)

Se aplicé el modelo de regresién por adicién de estandar para la determinacion de
Clo “a” y Clo “b” en muestras de agua de mar. Sobre la base de los resultados
obtenidos en la seccion anterior (3.2), para el analisis de la Clo “a” se aplicé el
procedimiento 1F-0,45 y para la Clo “b” se utilizé el procedimiento SPE C-18. Para
evaluar la existencia de posible efecto matriz se realiza una curva de calibracion externa

con soluciones patrones de ambas clorofilas en etanol.
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En la tabla 3.8, se indican los pardmetros analiticos obtenidos, por CCE y por
ADS, para la determinacion de Clo “a” y la Clo “b”. Se observa, claramente que las
pendientes de estos métodos, son similares en magnitud, para los dos analitos.
Mediante una prueba t de comparacion de medias, se verifica que no hay diferencias
estadisticamente significativas al 95% de confianza, entre las pendientes, lo cual indica
gue no hay efectos de matriz, en la determinacion de Clo “a” y Clo “b”, en las muestras

de agua de mar.

Tabla 3.8 Comparacion entre el método de CCE y de ADS para la Clo “a” y Clo “b”.

Parametros Clo “a” Clo “b”
De Regresion CCE ADS CCE ADS
m 4,78+ 0.08 46+0,2 0,33+ 0,02 0,32+ 0,02
b, 31+21 24+10 13+£5 287
Syix 8,81 12 6,60 13
R? 0,999 0.9917 0,994 0,9835

3.4 Modelos de Calibracion Multivariados en la determinacion de Clo “a” y
Clo “b”.

En esta parte del estudio, se plantea realizar la determinacién simultanea de Clo
“a” y Clo “b” mediante la aplicacion de modelos multivariados. Por lo tanto, es de suma
importancia, verificar que la aditividad de las sefiales de fluorescencia se cumpla en una
mezcla de Clo “a” y Clo “b”. Dicha aditividad, es una condicién obligatoria para la
aplicacién de regresion multivariada, ya que esta es aplicable sdlo si existe una relacion

lineal entre las variables de la regresion.
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En la figura 3.15, se presentan los espectros obtenidos para: (a) una solucion de
Clo “a” de 500 ppb, (b) una solucién de Clo “b” de 500 ppb, (c) una mezcla de ambas
clorofilas con una concentracion de 500 ppb cada una y (d) la representacién de un
espectro, que es el resultado de la suma aritmética de cada espectro individual. La
longitud de onda de excitacion escogida fue de 450nm, esto es, porque a esta Aexc,
ambas clorofilas presentan los niveles de sensibilidad relativamente similares. Se
observa, que el espectro obtenido de la suma aritmética (linea azul) de los espectros
individuales de las soluciones de Clo “a” (figura 3.15a) y Clo “b” (figura 3.15b), coinciden
perfectamente con el espectro obtenido de la soluciéon que contiene ambas clorofilas
(linea verde, figura 3.15c). Esto indica, que se cumple la aditividad cuantitativa de las
sefales de fluorescencia en el intervalo de longitudes de onda donde se presenta la
maxima intensidad de emision. Esto ultimo hace posible aplicar modelos de regresion
multivariados de reduccion de la dimensionalidad de los datos bien sea: PLS1 o PLS2.

600 -
500} —a
—b
c
400 —d
S IF=457 U.A. clo"a"
S 3004 IF=93 U.A. clo'b"
=S

IF=550 U.A. suma aritmética
200+

Zona No aditiva

100+

Figura 3.15 Espectros de Fluorescencia obtenidos a una A de 450nm para: a) solucion de Clo “a”
de 500ppb , b) Solucion de Clo “b” de 500ppb, c) Mezcla de solucién de Clo “a” y Clo “b” de 500 ppb, d)
Suma aritmética de los espectros individuales de la soluciones de Clo “a” y Clo “b” de 500ppb.
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3.4.1 Modelo PLS1, establecido con soluciones uni-componentes de las

soluciones de Clo “a” y Clo “b”.

En esta seccion se realiza una evaluacion de la eficiencia de los modelos de CM
en la determinacién cuantitativa de la Clo “a” y la Clo “b”, en las muestras. Para ello,
fueron aplicados los dos métodos de separacién y extraccion de pigmentos previamente
presentados y discutidos (1F 0,45 y SPE C-18) sobre varias replicas de las muestras.
Se utilizaron dos conjuntos de muestras calibracion, para la aplicacion del modelo
PLS1, en la deteccion de las Clorofilas “a” y “b”, la composicion de estos conjuntos de
calibracion, asi como el planteamiento de los modelos de calibracion denominados
PLS1I, PLS1ll y PLS1III, se indica en la seccion 2.4.2.

En la tabla 3.9, se presentan los parametros estadisticos obtenidos, mediante el
modelo PLS1, para la Clo “a” y la Clo “b”. Fueron aplicados los métodos de pre-
procesamiento de los datos: sin transformacion de los datos ( datos originales ) y el
centrado en columna tanto en las variables X como en la variable Y. El método
escogido corresponde aquel que produce el menor valor de RMSECV. La mejor opcién
para todos los modelos de calibracion PLS1 fue el método de centrado en columna. Se
observa que se requiere de un sélo PC para todos los modelos de calibracion, excepto
para el modelo PLS1Il de la Clo “b” donde se requieren la inclusion de dos PC . La
inclusion de un mayor numero de PC, como se sucede en el modelo PLS1Il se debe

probablemente a que exista alguna no-linealidad en los datos espectrales.
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Tabla 3.9 Parametros Estadisticos obtenidos, de los modelos PLS1l, PLS1Il y PLS1III,

sobre soluciones unicomponentes de Clo “a” y Clo “b”".

PLS1I PLS1lII PLS1IlI

Parametros Analiticos Clo “a” Clo“b” Clo “a” Clo“b” Clo “a”
PC 1 1 1 2 1
R? Calibration 0,9997 0,9965 0,9963 0,9971 0,9963
R? Validation 0,9990 0,9877 10,9821 0,9410 0,9821
Porcentaje de Varianza Cal 99.26 99.29 99.95 99.99 99.26
Total Explicada Y (%) Val 97.35 98.45 99.79 99.82 97.35
Porcentaje de Varianza Cal 99.37 99.92 99.99 99.82 99.37
Total Explicada X (%) Val 98.19 990.71 99.92 98.02 98.19
N 5 4 4 4 4
Pre-procesamiento de los datos Centrado en columna.

Los tres modelos PLS1 aplicados, describen aproximadamente entre el 97 y 99 %
de la variabilidad total de los datos de calibracibn mientras que entre el 1 y 3%
corresponde a informacion relativa al ruido. Esto segun los porcentajes de varianza total
explicada obtenidos tanto en las variables X como en las variables Y que estan por
encima del 97% en todos los casos. Estos altos porcentajes de varianza explicada de
calibracion y validacién, obtenidos con la minima cantidad posible de PC, indican que
los datos de calibracion se ajustan perfectamente a dichos modelos de calibracién y que
ademas estos modelos deben predecir adecuadamente nuevos datos que sean
utilizables en la validacion de los mismos. La ventaja de utilizar este modelo
multivariado, radica en el hecho que el algoritmo PLS1, permite modelar la presencia de
interferentes directos. Estos interferentes provienen generalmente de la matriz de
muestras reales. Como resultado de la aplicacién de un modelo PLS1, se concluye que

debe mejorar la exactitud en la prediccion individual de la concentracion del analito.
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3.4.2 Validacion de los Modelos de Calibracion PLS1

En la tabla 3.10 se presentan los errores de calibracion, de validacion cruzada y
de la validacion externa obtenidos para cada modelo PLS1. Se realizé un analisis de
varianza (ANOVA) para comparar la influencia de los tres modelos de calibracién PLS1
sobre los valores de los errores de prediccion de Clo “a” y Clo “b”. Se utiliz6 la prueba
de Levene, para evaluar previamente la homogeneidad de varianzas de los modelos de
calibracion. En todos los casos, se obtuvo un  valor del estadistico de Levene inferior
al valor critico a un 95 % de significancia (F,=5,14), por tanto no existen diferencias

estadisticamente significativas entre las varianzas de los errores de cada modelo.

En el andlisis de varianza los valores de F calculados para la Clo “a” fueron de
RMSEC: 5239, RMSECV: 23764, y RMSEP: 37999. Se observa que en todos los casos
los valores de F calculados son superiores al valor critico a un 95% de confianza
(Fo,05,2,6)=5,14. Esto indica que hay diferencias estadisticamente significativas entre los

valores de los errores de prediccion de los modelos de calibracion.

Posteriormente se aplicé el método de la diferencia minima estadistica (LSD), que
consiste de una prueba de comparacion mdultiple para evaluar las diferencias
significativas entre los valores de los errores entre si de cada modelo de calibracion.
Se obtiene que para el modelo PLS1 | el error de calibracion y los errores de ambas
formas de validacion, presenta diferencias significativas con respecto a los otros
modelos de calibracién. Para los modelos PLS1 Il y PLSL1Ill, se obtiene que estos
errores no difieren entre si entre un modelo u otro, por tanto la capacidad de prediccion

es equivalente en la aplicacion de estos ultimos
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Tabla 3.10 Comparacion de los errores RMSECV, RMSEP y RMSEC en los modelos de
calibracion PLS1ly PLS1 II.

Parametros PLS1I PLS1II PLS1II

Analiticos Clo “a” Clo “b” Clo “a” Clo “b” Clo “a”
PC 1 1 1 2 1
RMSEC (ppb) 0,82 1,58 0,18 1,02 0,18
Varianza 0,68 2,48 0,032 1.04 0,032
RMSECYV (ppb) 2,02 3,12 0,44 4,62 0,44
Varianza 4.08 9.73 0.19 21.34 0,19
RMSEP 2,10 3,05 0,43 2,35 0,33
Varianza 441 9.30 0.18 5.52 0.11

Resultados similares se obtienen al comparar los modelos de calibracion PLS1I y
PLS1Il con respecto a la Clo “b”, se obtienen por ANOVA que en todos los casos los
valores de F calculados son superiores al valor critico a un nivel de significancia del
95% F (0,0s,1,4)=7,71. Estos resultados indican que para la prediccion de la Clo “b” los
dos modelos de calibracion PLS1 planteados difieren entre si. Segun los resultados
obtenidos los mejores modelos de calibracion son el PLS11l y PLS1Ill ya que presentan

los errores de menor magnitud.

Por otro lado, cuando se comparan los errores de validacién cruzada interna
(RMSECV) con los de validacion externa (RMSEP) de cada modelo de calibracion, se
observa que estos presentan igual magnitud con lo cual se verifica la robustez de estos
modelos en la determinacion de Clo “a” y Clo “b”. La validacién de los modelos de

calibracion PLS1 indica que estos deben predecir adecuadamente nuevos datos.
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3.4.3 Aplicacion del Modelo PLS1l en la determinacion de la Clo “a” en

muestras de agua de mar.

Se aplico el modelo de calibracion multivariado de PLS1l y el modelo univariado de
CCE, obtenidos en la seccion anterior para la determinacion de Clo “a” en las
muestras. En la tabla 3.11, se presentan las concentraciones de Clo “a” obtenidas por
ambos modelos de calibracién: CCE y PLS1I para el conjunto de muestras analizadas.
Se observa que las concentraciones predichas por ambos modelos son similares en
magnitud a las concentraciones afiadidas, mayores diferencias suelen mostrarse para el
modelo CCE. Se obtienen elevados porcentajes de recuperacion (% Rec.) para el
modelo PLS1I, que van desde el 97 hasta el 109% , mientras que para el modelo de
CCE se obtienen % Rec. mas bajos, que van desde 77 al 86%. Estos resultados
indican que el modelo de CCE estd mas sujeto a interferencias de matriz en la
determinacion de la Clo “a@”, afectando la exactitud de la cuantificacion. Mientras que el
modelo PLS1l es mas exacto en la determinacion, ya que se obtienen % Rec. cercanos
al 100%, se demuestra entonces la utilidad del modelo multivariado de PLS1, siendo
este capaz de modelar cualquier contribucion a la sefial analitica de los interferentes
gue puedan estar presentes en la muestra. Los resultados obtenidos en la recuperacion
de la Clo “a” por los modelos de calibracion de CCE Y PLS1lI, indican una elevada
eficiencia en el procedimiento 1F-0,45.

Una elevada capacidad predictiva del modelo de calibracién PLS1I es obtenida en
la cuantificacién de la Clo “a” en las muestras de agua de mar, ya que se obtiene un
valor de RRMSEP del 4%, para un PC y una excelente correlacion entre los valores de

concentracion de las cuatro muestras analizadas, con un valor de R? de 0.9964.
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Tabla 3.11 Prediccion de Clorofila “a” en muestras de agua de mar, utilizando los modelos de
calibracion CCDy PLS1I

Concentracion Clo “a” Porcentaje de

Muestras (ng ™ Recuperacion (%)
Contaminadas Predicha
Afadida CCD PLS1I
CccD PLS1I

1 1,96 +0,20 1,50+0,20 1,94 +0,50 77 99
2 3,85+0,50 3,27+0,90 4,19+0,80 85 109
3 5,66+0,70 4,62 £1,70 5,47+ 1,60 82 97
4 741+100 6,39 £2,10 7,20+2,10 86 97

3.4.4 Aplicacién del Modelo PLS1l en la determinacion de la Clo “a” y la Clo ”b” en

muestras de agua de mar.

También fueron aplicados los modelos de CCE y PLS1l en muestras de agua de
mar contaminadas de forma individual con las clorofilas “a” y “b” a diferentes
concentraciones. Para la extraccion se utilizé el procedimiento SPE C-18 ya que éste
permite extraer ambas clorofilas de forma cuantitativa. En la tabla 3.12, se muestra la
prediccidén en las concentraciones de las clorofilas “a” y “b”, por el modelo de CCE y el
modelo PLS1I. Se observa que existe mayor similitud entre los valores de concentracion
predichos por el modelo PLS1I con los valores de concentracion comparados a los que

se obtienen con el modelo de CCE.
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Tabla 3.12 Prediccion de la Clo “a” y la Clo “b”, en muestras de agua de mar, utilizando los
modelos de calibracion de CCE y PLSII.

Concentracion Clo “a”
(g I)
AfRadida Predicha ARadida Predicha

Concentracion Clo “b” (ug I")

Muestra

CCE PLS1I CCE PLS1I
0,99+0,10 127+0,45 0,94+0,30 9,90+1,15 14,16+4,10 11,20+ 3,20
3,85+0,35 345+1,15 3,87+£1,05 19,60+2,15 20,58+7,20 20,20*6,19
5,66 £0,60 4,24+2,20 5,06+2,08 38,46+4,10 32,45+12,30 35,47+11,14
- - 47,61+£506 39,31+13,15 44,87+12,83

A W N P

En la tabla 3.13, se presentan los %Rec. de Clo “a de ambos modelos de
calibracion. Para el modelo PLSL1I, estos van desde el 90 hasta el 101% y para la Clo
“b”, desde el 92 hasta el 113%. Para el modelo de CCE los % Rec. para la Clo “a”, van
desde el 75 hasta el 129%, y para la Clo “b”, van desde 83 hasta 143%. Estos
resultados, indican la presencia de errores sisteméticos en la determinacion de las
clorofilas utilizando el modelo de calibracion de CCE mientras que el modelo de
calibracion PLS1l posee una elevada capacidad predictiva para la cuantificacion de las
Clo “a” y Clo “b” en muestras de agua de mar permitiendo incrementar la exactitud de la

cuantificacion.

Se obtienen valores de RRMSEP similares para la Clo “a” del 10% y para la Clo
“b” del 8%, (ver tabla 3.14) sobre las muestras analizadas. Estos bajos valores de error
indican que el modelo de calibracion PLS1l predice adecuadamente dichos analitos en
la matriz del agua de mar. Se evidencia entonces que la aplicacion del modelo PLS1I
permite obtener resultados mas fiables en la cuantificacion de ambos tipos de clorofilas

con respecto al modelo de CCE, cuando se utiliza el procedimiento SPE C-18.
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Tabla 3.13 Porcentaje de Recuperacion de la Clo “a” y la Clo “b” en las muestras de agua de

mar contaminadas utilizando los modelos de calibracion de CCE y PLS1I, establecidos para

cada analito.

Porcentaje de Recuperacion (%)

MueStra clo “a” clo “b”

CCE PLS1l CCE PLS1I

1 129 93 143 113
2 90 100 105 103
3 75 89 111 92
4 - - 83 94

Tabla 3.14 Parametros Analiticos del Modelo PLS1I, en la prediccion de Clo “a” y Clo “b”, en

muestras de agua de mar.

Concentracion (ng I'1)
Clo “a” Clo “b”

Parametros del Modelo PLS1

PC 1 1
R? 0.9941 0.9991
RRMSEP (%) 10 8
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3.4.5 Aplicaciéon del Modelo PLS1ll en la determinacion de la Clo “a” y la
Clo”b”.

Para la evaluacion del modelo PLS1IlI se utilizan un conjunto de muestras de agua
de mar, que fueron contaminadas con mezclas de cantidades conocidas de Clo “a” y
Clo “b”. La extraccion de los analitos en estas muestras se realizé por SPE C-18. En las
figuras 3.16 y 3.17, se presentan los espectros de fluorescencia obtenidos para el
conjunto de muestras de validacion. Se observa, que los maximos de emision de
fluorescencia registrados para las mezclas es de 672nm para la Aexc de 430nm y de 659
nm para la Aexc de 460nm, coincidiendo estos maximos con los correspondientes a las
soluciones patrones de la Clo “a” y la Clo “b”. Esto indica, que para las longitudes de
onda de excitacion caracteristica de cada clorofila hay una excitacion selectiva de la

cada una de estas en dichas mezclas.
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Figura 3.16 Espectro de Fluorescencia de Mezclas de Clo "a" y Clo "b” y soluciones patrones de estos

analitos a una e, de 430nm.
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Figura 3.17 Espectro de Fluorescencia de Mezclas de Clo "a" y Clo "b” y soluciones patrones de estos

analitos a una e, de 460nm.

En la tabla 3.15, se presentan los resultados obtenidos para la determinacién de
Clo “a” y Clo “b” en las muestras de prediccion. EI modelo PLS1Il predice de forma
selectiva la Clo “a” y la Clo “b” en las muestras contaminadas por mezclas de ambos
analitos. Para la Clo “a” se tiene que excluir de la prediccién la muestra 4, ya que ésta
presenta un comportamiento anémalo respecto a las demas, afectando la prediccién de
este analito. En la composicién de esta muestra hay un elevado porcentaje de Clo “b”
respecto ala Clo “a”. Cuando el extracto de esta muestra se excita a 430nm (ver figura
3.16) se observa un maximo de emision de fluorescencia cercano a 660nm.Esto
produce una pérdida de la selectividad en la deteccion de la Clo “a”, por lo que el
modelo PLS1Il no es capaz de predecir adecuadamente la concentracién de este
analito en esta muestra. Mientras que para la Clo “b” las concentraciones predichas de
este analito estan acordes con los valores de las afadidas en las cuatros muestras

analizadas.
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Tabla 3.15. Prediccion individual, de la Clo “a” y la Clo “b” en muestras de agua de mar,

utilizando el modelo PLS1II.

Muestras Concentracion Concentracion de
de Validacion de Clo “a” (ug I'1) Clo “b” (ug I'1)
Anadida Predicha Anadida Predicha

1 291 2,92+0,51 14.78 20.91
2 4.76 5,05+0,82 24.39 27.49
3 2.44 3,24+0,76  33.82 3131
4 1.48 - 43.06 45.54
PC 1
RMSEP (%) 13 12
Muestras predichas 3 4

Los resultados obtenidos en la cuantificacion de la Clo “a” y la Clo “b” , mediante la
aplicacion del modelo multivariado PLS1Il indican que se puede realizar la
determinacion individual de estas clorofilas con un alto grado de exactitud en soluciones
que poseen ambas analitos. La cuantificacion individual de estos pigmentos cuando se
aplica el modelo de CCE es inexacta debido a las interferencias espectrales entre

ambas clorofilas.

Valores similares de RRMSEP (%) fueron obtenidos para los modelos de
calibracion PLS1 utilizando ambos procedimientos de extraccion 1F-0,45 y SPE C-18,
ver tabla 3.16, con lo cual se verifica la robustez de este modelo en la cuantificacion de
la Clo “a” y la Clo “b” en extractos de muestras de agua de mar. Se observa que para el

modelo de CCE la prediccién es menos eficiente.
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Tabla 3.16 Comparacion del error de prediccion relativo RRMSEP (%) en la Clo “a” y la Clo “b”
en las muestras contaminadas, obtenidos por los modelos de calibracion de CCD, PLS 1l y
PLS1II

RRMSEP(%)

Modelo De Calibracion 1F-0,45 SPE C-18

CIO “a” Clo “a” CIO “b”

PLS1I 4 10 8
PLS1II - 13 12
CCE 26 29 19

3.4.6 Aplicacion del modelo PLS1Ill para la determinacion de Clo “a”.

Se aplico el modelo PLS1III, para la cuantificacion de la Clo “a” en tres muestras
de agua que fueron recolectadas en diferentes sitios. Dos de estas muestras son de
agua de mar: provenientes de dos sitios diferentes de una misma ciudad y la otra es
agua de reservorio filtrada previamente con un filtro de 8 um. El procedimiento de
extraccion utilizado fue el 1F-0,45. Cada una de estas muestras fue contaminada con
una cantidad conocida de Clo “a” de 23, 8 ug L™ para asi estudiar la recuperacién de

este analito en dichas muestras.

En la tabla 3.17, se presentan la comparaciéon entre los valores de la
concentracion de Clo “a” predicha por el modelo PLS1Il y la concentracion afiadida de
para las muestras de aguas analizadas. Se observa que se obtienen elevados
porcentajes de recuperacion, que van desde el 81 hasta el 89% . Estos resultados,
indican que el modelo PLS1IIl es capaz de predecir aceptablemente la concentracion de
Clo “a” en muestras de aguas con diferentes matriz sin afectar la exactitud del

resultado.
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Tabla 3.17 Prediccién de Clorofila “a”, en muestras de agua de mar, utilizando el modelo
PLS1III.

Concentracién Clo “a” (ug I”) Porcentaje de
Muestras Muestra con 23,8 1g 1 Clo “a” Recuperacién
Muestra o
afadida (%)
Agua de mar 1 0,9+0,2 20,54 +1,90 86
Agua de mar 2 1,7+0,6 19,33 +1,27 81
Agua de Reservorio 0,49 + 0,03 21,24 + 5,04 89

3.5 Modelo de CM PLS2

Para el andlisis simultaneo de Clo “a” y Clo “b” se planteé el modelo de
calibracion PLS2, registrando los espectros de fluorescencia de las mezclas a una
longitud de onda de excitacibon de 450nm. A esta longitud de onda se verifico
anteriormente la aditividad de la sefial analitica (ver figura 11). Se construy6 un conjunto
de calibracién a partir de las soluciones uni-componentes de Clo “a” y la Clo “b” para
establecer un modelo PLS2. En la seccién 2.3.2 se indica la composicion de dicho

conjunto de muestras.

En la tabla 3.18 se presentan los parametros estadisticos obtenidos mediante el
modelo PLS2, para la Clo “a” y la Clo “b”. Se observa que el numero de PC requeridos
es de dos (2) para ambas clorofilas. Se obtienen errores de calibracion y de validacion
cruzada relativamente altos. El valor de RMSECV obtenido para la Clo “b” (69%) es
mayor respecto a la Clo “a” (24%), esto indica que probablemente este modelo no sea

adecuado en la prediccion de nuevos datos.
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Tabla 3.18 Parametros Estadisticos obtenidos del modelo PLS2

Parametros PLS2
Analiticos Clo “a” Clo “b”
(mgt") (ngl")

PC 3 2
RMSEC (ppb) 1,05 6,33
RMSECYV (ppb) 2,91 17,36
RMSECYV (%) 24 69
R? Calibracién 0,9982  0,9870
R? Validacion 0,9892 0,9519
Numero de Muestras (n) 7 7

3.5.1 Validacién del Modelo PLS2, en la determinacion de la Clo “a” y la Clo
”b”-

Para la validacion externa del modelo de calibraciéon PLS2 se utilizé un conjunto
de cinco muestras de validacion, cuya composicion fue escogida de forma tal que estas
mezclas estuviesen dentro de los rangos de concentraciéon del conjunto de las muestras
de calibracion. En la tabla 3.19 se muestra la composicion de las mezclas del conjunto

de validacion.
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Tabla 3.19 Composicion del conjunto de Muestras de Validacion

Mezclas Clo “a” Clo “b”
validaciéon  (mg|l™") (mg 1"
1 25 10
2 50 50
3 10 25
4 50 25
5 25 50

En la tabla 3.20, se presentan los resultados obtenidos por validacion externa
aplicando el modelo PLS2 sobre las mezclas de validacion. Se observa que se obtiene
un valor de RRMSEP del 20% para la Clo “a” , siendo este mas bajo al obtenido para la
Clo “b” RMSEP del 31%. Esto indica una mejor prediccion del modelo PLS2 para la Clo
“a”. Por otro lado, se obtiene que los errores relativos de RMSECV del 24% y RRMSEP
del 21% son similares en magnitud para la Clo “a”, indicando la robustez de este
modelo de calibracién respecto a este analito. Para la Clo “b”, se obtienen valores
diferentes de RMSECYV del 69% y RMSEP del 31%, indicando esto que el modelo PLS2

no es robusto en la determinacion de este analito.

Tabla 3.20 Parametros Estadisticos calculados por validacion externa aplicando el modelo

PLS2 parala Clo “a” y la Clo “b”, en las mezclas de validacion.

] PLS2
Parametros
CIO “a” CIO “b”
PC 2 2
RMSEP(ppb) 61,93 11,54
RRMSEP (%) 21 31
R? 0,9218 0,9519
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3.5.2 Aplicacién del modelo PLS2 para la determinacion simultanea de Clo
“a” y CIO “b”.

El modelo de calibracion PLS2 se aplicé en cuatro muestras contaminadas con
mezclas de las clorofilas “a” y “b”, a diferentes concentraciones. En la tabla 3.21 se
presentan los valores de concentraciéon afiadidos y predichos para ambos analitos. Se
observa que existe una mejor prediccién del modelo PLS2 para la Clo “b” que la
obtenida en la Clo “a”, donde solo se predicen dos muestras de las cuatro en estudio
con un elevado RRMSEP del 47%.

Tabla 3.21. Prediccion Simultdnea de la Clo “a” y la Clo “b”, en muestras de agua de mar,

utilizando los modelos de calibracion PLS2

Muestras Concentracién Concentracién de
de Validacion de Clo “a” (ug I") Clo “b” (ng I")
Anadida Predicha Anadida Predicha
1 291 1.81 14.78 23.62
2 4.76 3.40 24.39 26.70
3 2.44 - 33.82 34.94
4 1.48 - 43.06 40.62
PC 1 1
RMSEP (%) 47 15
Muestras predichas 3 4
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En el modelo PLS2 hay una pobre prediccion sobre las muestras tanto para la Clo
“a” como para la Clo “b”, esto verifica los resultados reportados en la literatura de la
poca exactitud obtenida cuando se realiza la deteccion de Clo “a” por fluorescencia en
presencia de Clo “b”’. Para la aplicacién de este modelo los espectros se registran a
una longitud de onda que no es selectiva para ninguna de las dos clorofilas y en las

cuales ambas contribuyen a la sefal analitica, ver figura 3.15.

3.6 Aplicacion a muestras reales.

Los diferentes modelos de calibracion planteados en la seccion anterior fueron
aplicados en la cuantificacion de la Clo “a” en tres tipos de muestras M1 M2 y M3, las
dos primeras corresponden a de agua de mar y de la ultima a agua de reservorio
aplicando los procedimientos de extraccién de pigmentos descritos anteriormente. En
todas las muestras se obtiene que la concentracion de Clo “a” , ver tabla 3.22, esté por

debajo del LOD del andlisis que es de 1,8 g L™.

Tabla 3.22 Aplicacion de los modelos de calibracion sobre muestras reales.

Concentracién de Clo “a” (ug L™)

Modelos de Calibraciéon M1 M2 M3

1F-0,45 C-18 1F-0,45

CCD <LOD
ADS <LOD -
PLS1I <LOD

202



Capitulo 3/ CM y Fluorescencia Molecular en la determinacion de Clo “a”

4. CONCLUSIONES

¢  Se desarrollo un método fluorométrico de determinacién selectiva de la Clo
“a” en extractos de muestras de agua de mar con un limite de deteccion de 1,8 pgL™.
Se optimizé una metodologia simple de extraccion de los pigmentos en etanol,
mediante separacion del fitoplancton con una membrana de nylon de 13mm de
diametro y tamafo de poro de 0,45 um. Se disminuyd el volumen de muestra y el
volumen de extraccion en funcion del tamafo de filtro utilizado. Este procedimiento se
valido por el proceso de “spiking” sobre muestras de agua de mar, obteniendo
porcentajes de recuperacion para la Clo “a” cercanos al 100%, que indican pérdidas
minimas del analito durante la extraccion y la ausencia de errores sistematicos. Para
muestras de agua de reservorio la metodologia 1-045 resulté poco eficiente ya que
bajos porcentajes de recuperacién de la Clo “a” fueron encontrados.

¢ Se obtiene una pobre eficiencia en la recuperacion de la Clo “a” y la Clo “b”
sobre muestras contaminadas con estos analitos, cuando se aplica el procedimiento
SPE C-18. Los resultados obtenidos indican una alta retencién del analito por
adsorcion sobre la fase estacionaria del cartucho y una pobre eficiencia en la elusién
de los pigmentos.

¢ La miniaturizacién de los procesos de separacion del fitoplancton y extracciéon
de los pigmentos, presenta varias ventajas en el tratamiento de la muestra entre ellas
tenemos: se disminuyen los riesgos de pérdida y contaminacion del fitoplancton y la
posibilidad de degradacion de los pigmentos, la cantidad de muestra no representa una
limitacion cuando no se dispone de esta en grandes cantidades y se disminuye el costo
y tiempo de andlisis.
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¢ Se comparé la aplicacibn de modelos de calibracion univariados y
multivariados en la determinacion de Clo “a” y Clo “b” en muestras de agua de mar
“spiked”, utilizando los procesos de extraccion 1F-0,45 y de SPE C-18, en todos los
casos se observa que los modelos multivariados PLS1l permiten incrementar la

exactitud del andlisis.

¢ El modelo de calibracién PLS2 para la determinacién simultanea de Clo “a” y
Clo “b” resulto ineficiente, ya que se obtienen elevados valores de RMSEP en la
prediccion. Este resultado esta acorde con lo reportado en la literatura de la sobre-

estimacion de la Clo “a” en presencia de la Clo “b” por métodos fluorométricos.

¢ No se logro la deteccion de Clo “b” en ninguna de las muestra analizadas, se
infiere que esto se debe a la poca sensibilidad del método fluorométrico con respecto a
esta clorofila y a los bajos valores de concentracion que suelen encontrase en este tipo

de muestras.
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1. PARTE EXPERIMENTAL
11 INSTRUMENTACION

1.1.1 Cromatografia de Liquidos Convencional (HPLC Convencional)

El sistema de HPLC convencional, consisti6 de una bomba cuaternaria
(Series1050, Hewlett-Packard, Palo Alto, USA) acoplada a una valvula de inyeccion de
seis puertos (Modelo 7725, Rheodyne, Palo Alto, USA) con un bucle de 20 uL y un
detector de fluorescencia programable (Serie 1100, Agilent). El detector esta acoplado a
un sistema de adquisicion de datos (ChemStation, Agilent). Se emplearon para la
separacion de los analitos dos columnas analiticas C18: una de longitud, L: 125 mm,
diametro interno, di: 4 mm, tamafio de particula de 5 um (Lichrosphere 100, Merck,
Darmstadt, Germany) y la otra columna de L: 5 cm, di: 4.6 mm y tamafio de particula de
4 um (Génesis, Jones Chromatography, Mid Glamorgan, United Kingdom). Los
solventes utilizados fueron filtrados mediante una membrana de 0.45 um (Teknokroma,

Barcelona, Espafia) y desgasificados con helio previos a su uso.

1.1.2 Cromatografia de Liquidos Capilar (HPLC capilar)

El sistema de HPLC capilar, consisti6 de una bomba capilar (Series 1100, Agilent,
Waldbronn, Germany) acoplada a una valvula de inyeccion, de alta presion de seis
puertos (modelo 7725, Rheodyne, Palo Alto, CA, USA), con un bucle interno de 2 pulL.
Se utilizé para la separacion de los analitos una columna C;g de 150 mm de longitud,
d.i.= 0.5 mm y tamafo de particula: 5 um (Zorbax SB, Agilent). La deteccion fue
realizada con un detector UV de arreglo de diodos , (DAD Series 1100, Hewlett-
Packard). Este detector fue conectado, a un sistema de procesamiento de los datos
(HPLC ChemsStation, Agilent). Los solventes fueron filtrados mediante una membrana
de 0.45 um.
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1.1.3 Fluorimetro

Se utilizé un Fluorimetro comercial (Hitachi F4500, Instrumentos Hitachi Inc, Tokio
Japdn), cuyas caracteristicas y funcionamiento han sido descritos en la seccién
experimental 1.1 del capitulo de determinacion por fluorescencia de la Clo “a” y Clo “b”

(capitulo 3 parte II).

1.2 Reactivos y soluciones:

Se utilizan las soluciones estandares de calibracion descritas en la seccion
experimental 1.2 del capitulo 3 parte Il. Las soluciones de calibracion de las clorofilas,
se prepararon en un intervalo de concentracién entre 10-100 pg L™, en etanol. Estas
soluciones se preparan diariamente por dilucion adecuada de las soluciones

estandares.

1.3 Muestras de Campo:
Se realiza el analisis de las muestras de aguas sefialadas en la seccion

experimental 1.3 del capitulo 3 parte Il.

2.  METODOLOGIA EXPERIMENTAL

2.1 Procedimientos de pre-concentracion de los pigmentos acoplados a HPLC

Convencional.

Para la determinaciéon por HPLC de las clorofilas “a” y “b” en los extractos de los
pigmentos en etanol provenientes de las muestras de agua de mar, se utilizaron dos
procedimientos que permiten la pre-concentracion en linea de estos analitos y el
aumento de la sensibilidad en el analisis cromatografico. Inicialmente se realiza la
optimizaciéon de estos procedimientos utilizando soluciones estandares de las clorofilas

disueltas en etanol.
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Estos procedimientos fueron:

¢ La micro-extraccion en fase sélida (SPME) en tubo en una columna capilar
abierta de cromatografia de gases.
¢ La extraccion en fase sélida (SPE) en linea utilizando una columna

empacada.

Ambos procedimientos de extraccion fueron acoplados al sistema de CL-

convencional.

2.1.1 SPME en tubo con columna capilar-HPLC convencional

La SPME en tubo con columna capilar, se llevé a cabo en una columna capilar
tubular abierta de cromatografia de gases (columna de extraccidn) recubierta con una
fase estacionaria, 95% dimetil-polisiloxano (PDMS) y 5% difenilo, con diametro interno
de 0.32 mm y 3 um de espesor de recubrimiento (TRB-5, Teknokroma, Barcelona,
Espana).

Un diagrama esquematico del dispositivo utilizado para la SPME en tubo con
columna capilar, se representa en la figura 3.18. El bucle de muestra de 20 pL
conectado a una valvula de inyeccion de seis puertos se sustituyé por la columna de
extraccion que actua como bucle de inyeccion. En la posicién de carga de la valvula
(figura 3.18 a) el bucle de muestra se cargd con la solucién del analito o la muestra
pasando a través de la fase estacionaria, reteniéndose los analitos y pasando el
solvente directamente al desecho. La fase moévil proveniente de la bomba de HPLC
pasa directamente a la columna analitica. En la posicion de inyeccién de la valvula,
figura 3.18 b, la fase movil se desplaza a través del bucle de muestra trasportando los

analitos hacia la columna analitica.
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muestra Muestra

v

desecho
Loop de Desecho Loop de P 4
Muestra muestra
i Y
Columna Columna
Analitica <+ _/C%‘ a analitica i b
# * *
Fase movil Fase movil

Figura 3.18 Diagrama Esquematico de la configuracion para la SPME en tubo. a) Posicién “Load”
(carga) y b) Posicion “inject” (inyeccion).

2.1.2 Optimizacién del Sistema de SPME en tubo —HPLC Convencional

En el sistema de SPME en tubo, se realizé la inyeccion directa de la muestra: se
cargo el bucle de muestra con soluciones patrones de las Clo "a” , Clo “b” y de los
extractos de muestra en etanol e inmediatamente se rota la valvula de inyeccion a la
posicion inject y asi se transfieren los analitos retenidos hacia la columna analitica. Para
la optimizacion del sistema de SPME en tubo, se modifico el tamafio de la columna de
extraccion para generar diferentes volimenes internos de 25, 50 y 100 uL que sirven
como bucles de inyeccién. A su vez fueron procesados diferentes volumenes de
muestras, entre 50 y 500 uL de forma incrementar el factor de pre-concentracion de los

analitos.

En la tabla 3.23 se indican las condiciones experimentales que se utilizaron en la
optimizacién del sistema de SPME en tubo-HPCL y las condiciones cromatogréaficas

empleadas para la separacion de los analitos.
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En la posicion de inyeccion de la valvula, figura 3.18 b, la fase movil se desplaza a
través del bucle de muestra trasportando los analitos hacia la columna analitica. La
elusion se realizé de forma isocratica, utilizando como eluente una mezcla 95% etanol -

5% agua. La deteccion se realizé por fluorescencia.

Tabla 3.23 Condiciones experimentales utilizadas para la SPME en tubo-CL convencional

Tamafio del Loop TRB-5(uL)

Parametros 5 ) 100
i 500 50 100
Volimenes de muestra
W) 125
H 250
Flujo(mL min™) 1 1 2
Solvente A: 95% etanol-5% agua
Programa Elusion isocratica 100%A
Fluorescencia
Detector Excitacion: 430 nm Clo “a” 460nm Clo “b”

Emision: 670nm Clo “a” 660nm Clo “b”

2.1.3 SPE en linea - HPLC convencional.

La SPE en linea se realiz6 en una columna (pre-columna) de di: 2.2mm y 20 mm
de longitud, empacada con una fase estacionaria C-18 de tamafio de particula de 30
um (Hypersil, Merck). Se utilizo para el sistema de SPE en linea una configuracion
column switching en la cual se acoplan la pre-columna y la columna analitica del
sistema cromatografico mediante una valvula de conmutacién de seis puertos (Hewlett
Packard).
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En la figura 3.19, se esquematiza el dispositivo de acoplamiento de las dos
columnas. En la posicion “a” se produce la SPE en la pre-columna y en la posicién “b”,
los analitos retenidos se transfieren a la columna analitica. En este sistema se utilizaron

bucles de muestra de 200 y de 400 pL.

|

Desecho

I {er"'
LN

Pre-columna _J-.-/*'\

| Columna Analitica |

v

Bomba Inyector de Muestra 1 b

Desecho (1]
Pre-columna _&I ~

| Columna Analitica |

Figura 3.19 Diagrama Esquematico-Sistema Cromatografico de Acoplamiento de Dos Columnas-SPE en

columna empacada.

La SPE en linea, se llevd a cabo segun el siguiente procedimiento: se cargd el
bucle de inyeccidn con una solucion del analito o la muestra inmediatamente se inicia el
programa de elusion por gradiente y se rota la valvula switching a la posicién a (figura
3.19 a). Se realiz6 la SPE en la columna empacada, el eluente de los compuestos que
no son retenidos en la pre-columna van a desecho y se vacia el bucle en un tiempo de
3 minutos. Luego, la valvula switching se rota a la posicion “b” (figura 3.19 b) para que

los analitos sean transferidos hacia la columna analitica.
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Para la optimizacién del sistema de SPE en linea, fueron procesados Volumenes
variables de muestra entre 200 y 400 uL a través de los bucles de inyeccion. Diferentes
modalidades en la inyeccidon de la muestra fueron ensayadas: inyeccion simple en el
loop de 200 L, inyeccion simple en el loop de 400 uL e inyeccion de 400uL utilizando
de forma consecutiva el loop de 200uL. En la tabla 3.29 se indican las condiciones
experimentales utilizadas en el sistema de SPE en linea y las condiciones de

separacion cromatogréfica.

Tabla 3.24 Condiciones experimentales utilizadas en el Sistema de SPE en tubo con columna

empacada

Tamafio del Loop de Silice (uL)

Parametros
200 400
Volumen Inyecciéon(uL) ;22 400
Dos veces
Solvente A: Etanol B: Agua
Gradiente t(min) %A %B
60 40
8 95 5
10 60 40
Flujo (mL min.™) 1
Columna Analitica Lichrosphere RP18 (5 um) L: 12 cm

La fase movil utilizada consistio de una mezcla de los siguientes solventes: A:
Etanol 99% grado HPLC vy B: Agua 18 m Q. La elusion fue realizada por gradiente de
solvente binario (ver tabla 3.29), a un flujo de 1 mL min™. En el programa de gradiente
binario utilizado, se equilibré previamente la columna analitica por lavado con 60% de A

y 40% de B por 1 minuto.
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Posteriormente se disminuye la polaridad del eluente, aumentando el porcentaje
de etanol esto para mejorar la separaciéon de las clorofilas que son compuestos de baja
polaridad. Finalmente el programa de inyeccion retorna a las condiciones iniciales,
volviendo al equilibrio dos minutos antes de la siguiente inyeccion. Se utilizan las
mismas columnas analiticas y las mismas condiciones de deteccién, empleadas en el

sistema SPME en tubo con columna capilar -CL.

2.2 Procedimientos de pre-concentracion de los pigmentos acoplados a HPLC

Capilar.

2.2.1 SPME en tubo - HPLC capilar

La separacion de las clorofilas “a” y “b” por HPLC capilar, se realizé utilizando el
procedimiento de extraccion de SPME en tubo con columna capilar abierta. EI mismo
sistema de SPME en tubo con columna de extraccién acoplado a la HPLC convencional

fue utilizado en la HPLC capilar.

En el sistema de SPME en tubo acoplado a HPCL capilar, las muestras inyectadas
fueron soluciones estandar de las clorofilas “a” y “b” en etanol y extractos de la muestra
en etanol. Para este sistema fueron evaluadas diversas modalidades en el

procedimiento de inyeccion de la muestra:

a) En el primer procedimiento se procesan diferentes volimenes en el bucle de
muestra e inmediatamente se rota la valvula a la posicion de inyeccién. Este

procedimiento corresponde a inyeccion directa.
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b) En el segundo procedimiento, se hace pasar aire con la jeringa a través del
bucle de inyeccion previamente cargado con la muestra. Los analitos no
retenidos pasan a desecho. Luego se lava el loop con 25 uL de agua 18 mQ
e inmediatamente se rota la valvula de inyeccion para transferir los analitos

retenidos hacia la columna analitica.

c) En el tercer procedimiento, se afiaden diferentes porcentajes de agua (10 y
25 %) a las soluciones de Clorofila en etanol, previo a ser inyectadas. Para
realizar la inyeccion de la muestra se utilizan los dos procedimientos descritos

anteriormente.

Las condiciones experimentales utilizadas para la SPME en tubo-HPLC capilar y las
condiciones de separacion cromatogréfica se indican en la tabla 3.25. De forma de
incrementar el factor de pre-concentracion de los analitos fueron procesados diferentes

voliumenes de muestras entre 25y 100 uL, a través de bucles de 18, 25y 50 pL .
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Tabla 3.25 Condiciones Experimentales utilizadas en la SPME en tubo -CL capilar

Tamafio del Loop TRB-5 (uL)

Parametros
18° 25° 25" 50°
25 25 25 50
Volimenes de muestra 50 50 ?g
(uL) 75 100
100
Solvente A: 95% etanol-5% agua
Flujo(uL min™) 20
Programa Elusion isocratica 100%A

Agilent, Zorbax SB C18, 150 mm x 0.5 mm de di.,
Columna Analitica . ’
diametro de particula de 5 um
Absorbancia
Detector 430y 660 nm Clo “a”

460nm Clorofila “b”

Soluciones estandar de la Clo “a” y la Clo “b”, en
etanol.

Muestras Inyectadas ) 3 ) )
Soluciones estandar con diferentes porcentajes de

agua afiadida.

a Se realiza la inyeccion de las soluciones de clorofila, en etanol.
b Se realiza la inyeccién de las soluciones de clorofila, con un 25 % de agua en su composicion.

c. Se realiza la inyeccion de las soluciones de clorofila, con un 10 % de agua en su composicion.

2.3 Aplicaciéon de los sistemas de pre-concentracion de pigmentos acoplados a

HPLC convencional y HPLC Capilar sobre los extractos de muestra.

En esta etapa experimental se evalud la eficiencia de los sistemas de pre-
concentracion previamente optimizados en la seccion anterior, de SPME en tubo y SPE
en columna empacada acoplados a HPCL convencional en la determinacion de Clo "a”

y Clo “b” mediante el analisis de extractos de muestras.
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Los extractos de las muestras analizadas por los sistemas de pre-concentracion
de los pigmentos, fueron obtenidos mediante tres procedimientos de separacion del
fitoplancton y extraccion de los pigmentos fotosintéticos. Estos procedimientos fueron:

¢  Separacion con filtro de nylon: 1F-0,45.
¢ Retencion del fitoplancton sobre cartucho C-18: 2 SPE-C18

¢ Retencion del fitoplancton sobre disco de extraccion C-18 , 3 Emp C-18.

Los dos primeros procedimientos ya han sido descritos en la seccion de
metodologia experimental 2.2 del capitulo 3 parte Il. En el dltimo procedimiento de
extraccion, se utilizé un disco de extraccion de fase sdlida C-18, éste se recortdé a un
diametro aproximado de 13mm. Al igual que en los otros procedimientos de extraccion,
se hace pasar 10 mL de la muestra y luego se transfiere el disco a un vial ambar de 5
mL que contenia 0,25 mL de etanol. La extraccion de los pigmentos en etanol se realiza
por solubilidad. Se utilizaron factores de pre-concentracion entre diez y cuarenta veces.
Se ensayan diversas condiciones experimentales en los procesos de extraccion de los
pigmentos de forma de incrementar la sensibilidad en la determinacion de Clo “a” y
Clo “b” mediante el analisis de los extractos con los sistemas de pre-concentracion en

linea.

Se realiz6 la identificacion cualitativa de las clorofilas por comparacion de los
tiempos de retenciébn obtenidos en cromatogramas de soluciones estandar de los
analitos puros y aquellos obtenidos en cromatogramas de muestras de aguas

contaminadas con estos analitos.
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2.4. Influencia de los diferentes procedimientos de Extraccién de pigmentos en la

recuperacion de Clo “a” en las muestras.

De forma de escoger el método Optimo entre los procedimientos de 1F-0,45, SPE
C-18 y 3 SPE Empore C-18 se evalud el porcentaje de recuperacion de Clo “a” obtenido
al aplicar estos procedimientos en el andlisis de varias réplicas de muestras
contaminadas. Para ello fueron utilizados diferentes volimenes del solvente en cada
procedimiento de extraccion para generar diferentes factores de pre-concentracion y
evaluar asi el efecto de esta variable en la recuperacion del analito. Se utilizd el
sistema de SPME en tubo en un bucle de 50 uL y un volumen de muestra de 125 uL en
el analisis de los extractos de muestra. La recuperacion del analito fue estimada por
comparacion entre las cantidades extraidas y la cantidad del analito afiadido en la

muestra.

2.5 Validacién del Método

2.5.1 Limites de Deteccion

Los limites de deteccion, LODs, fueron establecidos como la concentracion de
analito que produce una relacion sefal a ruido de tres(3), para cada sistema HPLC.
Estos LODs son instrumentales ya que se estiman mediante el uso de soluciones
estandares de los analitos. Para el andlisis de las muestras, se definen los limites de
deteccidn estimados, LODes;, l0s cuales son referidos a la muestra, segun el método de

extraccion y los factores de pre-concentracion utilizados.
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2.5.2 Repetitividad y Reproducibilidad

La precision en los sistemas cromatogréficos, se evalu6 mediante el célculo del
coeficiente de variacion, intra-diario e inter-diario. Para el estudio intra-diario, se realizo
la inyeccion de tres réplicas consecutivas de soluciones estandar de Clo “a”. Para el
estudio inter-diario, se realizo la inyeccidn de una misma solucion estandar durante seis

dias consecutivos.

2.5.3 Recuperacion
2.5.3.1 HPLC Convencional

Para evaluar la recuperaciéon de la Clo “a” en muestras de agua de mar, fueron
analizadas cuatro muestras contaminadas con concentraciones conocidas de Clo “a”
desde 1 a 4 ppb. Se utiliz6 el método de extraccion de los pigmentos 1F-0,45. El factor
de preconcentracion utilizado fue de 10:1. Los extractos de las muestras fueron
analizadas simultaneamente por el sistema de SPME en tubo-HPLC convencional con

un bucle de muestra de 50 pL y por fluorescencia.

Las cantidades extraidas del analito en las muestras contaminadas fueron
estimadas a partir del area de pico registrada en los cromatogramas y la ecuacion de
calibracion obtenida para la inyeccion directa de 125 uL de soluciones estandares de

Clo"a” en un intervalo de concentracién de 14 a 100 pgL™

2.5.3.2 HPLC Capilar

Se evalué la recuperacion de Clo "a” en el sistema de SPME en tubo-CL capilar
mediante el analisis de tres muestras de agua de mar contaminadas con esta clorofila a
diferentes concentraciones. El procedimiento de extraccion de pigmento utilizado fue el

1F- 0,45, con un factor de pre-concentracion de 10.
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Las concentraciones de la Clo “a” extraidas fueron calculadas a partir de la
ecuacion de calibracion obtenida por inyeccion directa de 50uL de soluciones patrones
de Clo “a” con un 10% de agua afadido a cada solucién, en un loop de columna
capilar TRB-5 de 50puL.

2.6 Andlisis de Muestras

2.6.1 Analisis de Muestras de Agua de Mar

Fueron analizadas diversas réplicas de las muestras, mediante andlisis con el
sistema de SPME en tubo—HPLC convencional con bucles de muestra de 25y 50 uL y
mediante SPME en tubo- HPLC capilar. Para la obtencién de los extractos de las

muestras, se utilizaron los procedimientos 1F-0,45 y 3Emp C-18.

2.6.2 Analisis de Muestras de Agua de Reservorio

Se realiz6 el andlisis de muestras de aguas de reservorio, aplicando el método de
extraccion 1F 0,45um y posterior analisis de los extractos de muestra con el sistema
SPME en tubo-LC convencional con bucle de muestra de 50 uL y por fluorescencia. Se
analizaron en total seis réplicas de muestra de agua de reservorio, tres que se

contaminan con una concentracion conocida de Clo “a” y tres sin contaminar.

2.6.3 Analisis de Muestras de aguas de vertido de planta depuradora.

Fueron filtrados 100 mL de muestra de agua mediante un filtro de nylon de
0,45um. Los filtros fueron cortados en tres trozos pequefios y se realiza la extraccion
de los pigmentos en 1 mL de etanol. Estas muestras fueron analizadas unicamente por

el sistema de SPME en tubo-CL capilar con loop de muestra de 50 pL.
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En estas muestras, se realizé la identificacion de Clo "a” y Clo “b” y sus
feopigmentos: feofitina “a” y feofitina “b”, mediante comparacién del tiempo de retencion
y area de pico obtenido con soluciones patrones de estos analitos. También se compar6
el espectro de absorcidon molecular de los componentes de estas muestras con los
obtenidos con soluciones estandares de estos analitos. Las soluciones patrones de la
feofitina “a” y la feofitina “b” fueron obtenidas por acidificacion de 5 mL de soluciones
patrones de Clo “a” y Clo "b” de 1ppm con 0,15 mL de HCL 0,1 M, se alcanza una
concentracion de 0,003 M en HCIl. Para la medicion de las feofitinas en las muestras

se realiza el mismo procedimiento de acidificacién anterior.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Optimizacion de los Procedimientos de pre-concentracién en linea, acoplado

al Sistema de HPLC convencional

3.1.1 SPME en tubo con columna abierta-HPLC convencional

Para evaluar los efectos del tamafos de loop de muestra y el volumen de muestra
procesado en el sistema de SPME en tubo, fueron registrados los cromatogramas de
las soluciones patrones de clorofilas “a” y “b” de 1ppm, ver figura 3.20 , luego que se
llevo a cabo la SPME sobre la fase estacionaria PDMS de una columna de extraccion.
Durante esta etapa de pre-concentracién se utilizaron las condiciones experimentales

indicadas en la tabla 3.23 de la seccion experimental 2.1.2.

Para la obtencion de los cromatogramas de las figuras 3.20 a 'y 3.20 b se utilizé un
loop de muestra de 100 uL mientras que para las figuras 3.20 cy 3.20 d el tamafio del

loop de muestra fue de 25 plL.
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Se observo en los cromatogramas de las figura 3.20, que la Clo “b” eluye mas
rapidamente que la Clo “a”, esto se debe a que la Clo “b” es mas polar que la Clo “a”.
También se evidencia que la Clo “a” presenta una mayor sensibilidad que la Clo “b”,
segun los valores de areas obtenidos para cada analito. Estos resultados estan acorde
con lo reportado en la literatura, todos los métodos de HPLC muestran en su separacion

"l Por otro lado, la

cromatografica que la Clo “b” eluye mas rapidamente que la Clo "a
Clo “a” presenta un coeficiente de extincién molar(e) de 78,75x10° M (a 662,7 nm en
acetona al 100%), mientras que la Clo “b” tiene un valor de 46,61x10° M (a 646,8 nm en
acetona al 90%), lo cual explica que la Clo “a”, presente una mayor sensibilidad en la

deteccién por fluorescencia que la Clo “b™.

En la tabla 3.26, se presentan los resultados obtenidos en la estimacion de los
parametros cromatograficos de area de pico, tiempo de retencién (Tr), factor de
capacidad (k), numero de platos (N), altura de plato (h) en los cromatogramas de
soluciones patrones de la Clo “a” y la Clo “b” de 1 ppm de la figura 3.20 . Estos
parametros permitieron escoger las condiciones Optimas respecto al volumen de
muestra procesado y el tamafio del loop de columna para la mejor eficiencia de la

SPME con columna abierta.
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Figura 3.20. Seccion de Cromatogramas obtenidos en SPME en tubo —HPLC convencional.
Cromatogramas registrados con el bucle de muestra de 100 uL: a) Solucién de Clo “a” de 1ppm y b) Solucion de Clo “b” de 1ppm
utilizando un volumen de inyeccion de muestra de 100 uL. Cromatogramas registrados con el bucle de muestra de 25 pL: ¢) 500uL

de Solucién de Clo “a” de 1ppm d) 500uL de Solucion de Clo “b” de 1ppm .
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Tabla 3.26 Parametros cromatograficos estimados en los cromatogramas de las figuras 1y 2
obtenidos de la SPME en columna capilar TRB-5 modificando las variables del tamafio del

bucle y volumen de muestra procesado.

Tamafio del Loop Analito Area Tr Factorde Numero  Altura
TRB-5 y (u.a) (min.)  retencién de de Plato
volumen de K Platos H
muestra ( pL) (N)

Loop de100uL® Clo “a” 11,74 7,43 18 616 0,020
Vol. =100 pL Clo“b”> 0,78 4,14 16 368 0,034
Loop de ZSHLb Clo “a” 2,93 5,08 12 1660 0,0030
Vol = 500 pL Clo “b™ 0,19 1,64 4 560 0,0089
Loop de 50 pL® Clo“a” 4,92 2,45 2 422 0,012
Vol: 50 pL Clo“b” 0,52 1,45 > 164 0,031
Loop de 50 pL? Clo“a” 5,89 1,88 2 249 0.020
Vol = 125 pL Clo“b” 0,69 1,65 1 150 0.033
Loop de 50 uL* Clo'a” 516 2,55 6.09 370 0.014
Vol: 250uL Clo “b” 0,69 1,63 1 160 0.031

# Columna Analitica Lischosphere RP-8 (12,5 cm x 4 mm i.d., diametro de particula 5 pm)
® Columna Analitica Génesis C18 (5cm x 4.6 mm i.d., diametro de particula 4 pm)

Se escoge la columna analitica b, para la separacion de los analitos en todos los casos, excepto
para el loop de 100 pL.

Se observé que la sensibilidad en la deteccién de las clorofilas “a” y “b” se
incrementa a medida que aumenta el tamafio del bucle de muestra. El maximo valor de
area registrado se obtiene para el bucle de 100uL, mientras que la menor sensibilidad
en la deteccion de los analitos se obtiene para un tamafo de bucle de 25 uL. Por otro
lado, se observé en el bucle de 50 uL que el aumento en el volumen de muestra
procesado produce un incremento en el area de pico. Esto coincide con lo reportado en
la literatura®*, que indica que la SPME en tubo presenta mayor eficiencia cuando hay
un aumento en el volumen interno de la columna capilar de CG y en el volumen de

muestra procesado.
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Con respecto a los parametros cromatograficos de la tabla 3.26, se observa que se
alcanzo la mejor eficacia cromatografica con el bucle de 25 uL, ya que se obtiene el
mayor numero de platos teéricos (N) y la menor altura equivalente de platos (H), no
obstante este sistema es el menos sensible (ver area). Para el bucle de 100 uL se
obtiene la maxima sensibilidad pero los picos obtenidos ( ver figura 3.20 a 'y 3.20 b) son
asimétricos y ademas se obtienen valores del factor de retencion, K, que estan por
encima del rango optimo de trabajo, con lo cual se obtienen tiempos de retencion muy

altos.

Para un tamafio de bucle de 50 uL y volumen de inyeccion de muestra de 125 ul,
se alcanzan los valores oOptimos de los parametros cromatograficos: el factor de
capacidad esta dentro del rango 6ptimo, entre 1 y 5, alcanzandose asi los mejores
tiempos de retencion para los analitos. Se alcanza la maxima sensibilidad segun los
valores de areas registrados y el nimero de platos tedricos y la altura equivalente de
platos es comparable al resto de los demas sistemas. Segun estos resultados, un
tamafo del loop 50 uL y volumen de muestra 125 pL representan las condiciones
Optimas para llevar a cabo la SPME en tubo con columna capilar en este sistema de

HPLC convencional.

3.1.2 SPE en linea- HPLC convencional

En la figura 3.21, se presentan los cromatogramas de una solucidon patron de
Clo “a” de 50 ppb disuelta en etanol, obtenidos mediante el procedimiento de SPE en
linea de las clorofilas “a” y “b” sobre una columna empacada, mediante diferentes
modalidades de inyeccion de muestra, bajos las condiciones experimentales indicadas
en la tabla 3.24 de la seccion experimental 2.1.3. En la figura 3.21 a, se utilizé un bucle

de 400 pL y se realiz6 el llenado parcial del mismo con un volumen de inyeccion de 400

ML.
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En la figura 3.21b, se utilizé un bucle de 200 uL y la inyeccion de la muestra se
realiz6 inyectando 200 pL dos veces, por ultimo en la figura 3.21c, se utilizdé un bucle de
200 pL y se realiza una inyeccion de 200 pL. Bandas anchas con una pobre resoluciéon
se observan en la figura 3.21 a. Se obtienen picos mas simétricos, cuando se
disminuye el tamafio del bucle a 200 pL y se inyecta dos veces un mismo volumen de
solucion de 200 pL, ver figura 3.21b. En la figura 3.21c, se observa una buena
resolucién en la banda cromatografica con una sensibilidad relativamente inferior a la

que se obtiene en los otros cromatogramas.

En la tabla 3.27 se muestran los valores de areas registrados para los
cromatogramas de la figura 3.21. Para efectos de comparacion, también se indican los
valores de areas obtenidos por SPME en tubo con columna capilar modificando el
tamafio de bucle. Se observa que para el sistema de SPE en linea la sensibilidad
alcanzada en este sistema es practicamente independiente del tamafio del bucle y del
volumen de inyeccion de muestra. No obstante, se considera como condiciones Optimas
para llevar a cabo la SPE en linea un tamafio de bucle de 200 uL y volumen de
inyeccion de 200 uL ya que se obtiene una mayor simetria en la banda cromatogréficas,
se gasta menos volumen de muestra y desde el punto de vista experimental es mas
sencillo y estable un bucle de tamafo pequefio sin que se afecte la sensibilidad del

sistema.

Tabla 3.27 Optimizacién del tamafio de bucle y volumen de inyeccién, para una solucion

de Clo “a” de 50 ppb, analizada por un sistema de HPLC de pre-columna-columna analitica.

Tipo de bucle Tamafio del Volumen Tiempo Area

loop (L)  de Inyeccion(uL) retencion (min.) (u.a.)

Columna de extraccion 25 25 2.16 0.18
50 125 1.95 0.41

Sistema de SPE en linea-HPLC 400 400 7.19 2.93
convencional. 200 200 (dos veces) 12.89 2.46
200 200 6.26 1.60
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Figura 3.21 Optimizacién del tamafio del bucle en el sistema SPE en linea-HPLCconvencional. Los cromatogramas se obtienen
realizando una inyeccion de una solucion de Clorofila “a” de 50 ppb en etanol . a)lnyeccion de 400uL en bucle de silice de 400
uL. b) Inyeccion de 200 uL dos veces en bucle de silice de 200 pL. ¢) Inyeccion de 200 uL en bucle de silice de 200 uL.
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La sensibilidad alcanzada en la deteccion de la Clo “a” mediante el sistema de
SPE en linea sobre columna empacada, es de cuatro a nueve veces mayor a la
obtenida con el sistema de SPME en tubo segun los valores de areas obtenidos. Esto
se debe a que en la columna empacada el volumen de la fase estacionaria, donde se
lleva a cabo la SPE es superior al de la fase PDMS de la columna capilar aumentando

asi la pre-concentracion de los analitos y por tanto la sensibilidad del sistema.

3.1.3 Optimizacién del sistema SPME en tubo - HPLC capilar

En la figura 3.22, se representa una seccién de cromatogramas de una solucién
estandar de clorofila “a” de 100ppb en etanol, utilizando bucles de muestra de 25 pL
para el sistema de SPME en tubo-CL capilar. Las condiciones experimentales utilizadas

son las indicadas en la tabla 3.30 de la seccion experimental 2.2.1.

En el cromatograma 3.22 a, se hacen pasar 25 uL de una solucion de Clo “a” de
100 ppb en etanol a través del loop de muestra, luego éste se vacia con aire, asi los
analitos quedan retenidos en la fase estacionaria de PDMS del loop de muestra y las
especies no retenidas pasan a desecho. Después se lava el loop de muestra con 25 plL
agua y finalmente los analitos retenidos en el loop de inyeccién se desorben con 20uL
de etanol y se transfieren hacia la columna analitica. Mediante este procedimiento de
inyeccion se alcanza una disminucion en el ancho de banda obtenido, ya que
Gnicamente eluyen los analitos que quedan retenidos sobre la fase de PDMS de la
columna capilar. En la figura 3.22 b, se registra el cromatograma de una solucién de
Clo"a” de 90 ppb, en cuya composicién tiene un 10% de agua como solvente, se utiliza
el mismo procedimiento para la SPME que el cromatograma 9b. Se observa que el pico
cromatografico registrado es de mayor area comparado con el cromatogramas 3.22a,

ademas de observarse una sefial con menor contribuciéon de ruido.
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Figura 3.22 Seccién de Cromatogramas, para evaluar la inyeccién del analito, Clo “a”, en el
sistema de SPME en tubo-CL. a) 25 uL de Solucion de Clo “a” de 100ppb en etanol, vaciado de bucle
con aire, se hacen pasar 20 uL de agua y 25 uL de etanol b) 25 uL de Solucion de Clo “a” de 90 ppb en
etanol con un porcentaje de agua del 10%, vaciado de bucle con aire, 20 uL de agua y 10 uL de etanol
(bucle de 25 pL).

Segun los resultados anteriores, se observa que el mejor procedimiento para la
inyeccién de muestra es el que utiliza el vaciado del loop con aire , en conjunto con la
dilucion de la muestra con agua previo a inyeccion. En este procedimiento de inyeccion
el analito posee mayor interaccién con la fase estacionaria PDMS de la columna capilar
y por tanto es mas fuertemente retenida. Esto se debe se aumenta la polaridad del

medio de disolucion de la clorofila.
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En investigaciones realizadas por Wright y colaboradores®, se ha evaluado la
influencia de la dilucion de la muestra con agua previo a la inyeccion en métodos
cromatograficos para la separacion de pigmentos del fitoplancton marino. Ellos
encontraron que la dilucidon con agua mejora la forma de pico de los componentes mas
polares, pero reduce el area de los otros picos si el volumen de inyeccidon se mantiene
constante. En este estudio la dilucion con agua en soluciones patrones de Clo “a” en
etanol incrementa la sensibilidad en su deteccion y muestra un efecto positivo sobre la
forma de los picos. El proceso de SPME realizada previo a la separacion
cromatografica permite compensar las perdidas de sensibilidad que se obtienen
cuando se realiza la deteccion directa de los pigmentos. El efecto que ejerce en

extractos de la muestra, se mostrara en las secciones posteriores.

En la figura 3.23 se representa el efecto de las variables del tamafio del loop y del
volumen de muestra procesado sobre el sistema de SPME en tubo con columna capilar
acoplado a HPLC capilar. En las figuras 3.23a y 3.23b se representa el efecto del
volumen de muestra procesado sobre el area de pico, utilizando diferentes tamafos de
bucle de inyeccion (18, 25 y 50 ulL). Se utilizé el procedimiento de vaciado de loop en
todos los casos, para la figura 3.23b se afiade un 25% de agua en la disolucion de Clo

“a” a inyectar.

Se observa en la figura 3.23 a, que a medida que aumenta el volumen de muestra
procesado de una solucién de Clo "a” de 100ppb en etanol, sobre un loop de inyeccién
de 18 puL, el area de pico disminuye hasta que alcanza un valor constante para un
volumen de muestra de 100 uL. Cuando se aumenta el tamafio de bucle a 25uL se
observa que él area de pico es practicamente independiente del volumen de muestra
procesada. La tendencia observada en la figura 3.23 a indica se alcanza un aumento en
el factor de pre-concentracién del analito aun cuando se incremente el volumen de

muestra procesado y el tamafio del loop de muestra.
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Figura 3.23 Optimizacidon del volumen de muestra y del tamafio de bucle. a) Solucién de Clo
“a” de 100 ppb en etanol, con tamafio de bucle de 18 y 25 ulL. b) Solucién de Clo"a” de 750 ppb, con 25%

de agua afiadido, con tamafio de bucle de 25 y 50 pL.

En la figura 3.23 b, se presenta los resultados cuando se inyecta una solucion de
750 ppb de Clo "a” con un 25% de agua afiadido previo a inyeccion. Se observa que
tanto en el bucle de 25uL como el de 50uL hay un incremento en el area de pico
cuando el volumen de muestra procesado aumenta de 25 a 50 pL, disminuyendo el
valor de area cuando el volumen de muestra es de 75 uL. Se obtiene la méaxima
sensibilidad en el area de pico obtenida, para un tamafio de bucle de 50 puL y un
volumen de muestra procesado de 50uL. La adicion de agua en la disolucion de analito

a inyectar, mejora notablemente la sensibilidad del analisis.

3.1.3.1 Optimizacion del Sistema de SPME en tubo — HPLC Capilar en el

analisis de muestras.

En la optimizacién del sistema de sistema de SPME en tubo-HPLC capilar,
también fueron evaluadas las mejores condiciones experimentales que permitiesen una

separacion cromatogréfica eficiente de la Clo"a” y la Clo “b” en las muestras reales.
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Se realiz6 la extraccion de los pigmentos en las muestras, mediante el
procedimiento 1F- 0,45, utilizando un factor de pre-concentracion de 10:1. Inicialmente
se estudio el efecto que produce afadir diferentes porcentajes de agua en los extractos
de las muestras antes de su inyeccion al sistema cromatografico. Los extractos de

muestra fueron procesados mediante el procedimiento de vaciado del bucle.

En la figura 3.24a, se presentan los cromatogramas correspondientes a la adicion
de 0, 10 y 25 % de agua en los extractos de muestras analizadas. Se observa que la
sensibilidad para la deteccién de la Clo “a” se ve poco afectada por la adiciéon de agua a
la muestra a inyectar. No obstante, en la figura 3.24 b, se observa que hay un ligero
aumento en el area de pico registrada cuando el porcentaje de agua afiadido es de un
10% en el extracto de muestra analizado. Esto confirma que el aumento en la polaridad

del solvente de la muestra inyectada favorece la SPME en tubo.

I —mpp Optimizacion del Porcentaje de agua afiadido
a_ ‘\‘ | ““‘ — mpp 25% agua
‘Pm“ | mpp 10% agua

| “ M/ ‘ 4.00
\‘,‘ I |

3.00
>

2.00

Area de Pico

T T T T
0 5 10 15 20 25

Pocentaje de agua afiadido (%)
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Figura 3.24 Optimizacién del porcentaje de agua, afladido en los extractos de muestra. a)
Cromatogramas obtenidos para los extractos de muestras analizadas. b) Efecto del Porcentaje de agua

afiadido en los extractos de muestras sobre el area de pico registrada.
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Posteriormente se evaluo la influencia del procedimiento de inyeccién de muestra
sobre el area de pico. Mdltiples réplicas de las muestras reales, fueron analizadas
mediante los procedimientos de inyeccién de (uno) vaciado del bucle e inyeccion
posterior de los analitos y (dos) inyeccion directa. En ambos procedimientos los
extractos de muestra fueron inyectados afiadiendo un 10% de agua. En la figura 3.25,
se observa el efecto del procedimiento de inyeccién sobre la sensibilidad del sistema
cuando se realiza la deteccion de la Clo “a”. Se observa, que para la inyeccion directa
de la muestra (ver figura 3.25 a), se obtiene menos sensibilidad que para la inyeccion
con vaciado de bucle (figura 3.25 b). No obstante, el procedimiento de inyeccion directa

resulté ser mas reproducible que el de vaciado de bucle.
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Inyeccién de Muestra

Figura 3.25 Optimizacién del procedimiento de inyeccién de muestra, sobre la sensibilidad
alcanzada en la deteccién de Clo “a” en muestras reales (factor de preconcentracion: (10:1). a)
Inyeccion directa de 50 uL de muestra con un 10% de agua afiadida. b) Inyeccién de 50 uL de muestra,
vaciado del loop con aire, inyeccién con jeringa de 20uL de agua, 10 pL de etanol e inyeccién directa a la

columna analitica.
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Ya que no hay diferencias estadisticamente significativas en el area de pico

registrada por ambos procedimientos de inyeccion, ver tabla 3.28, se escoge el de

inyeccién directa. Este ultimo procedimiento de inyeccion es mas rapido y ya que hay

menos etapas involucradas , resulta ser mas reproducible.

Tabla 3.28 Comparacion de la sensibilidad, alcanzada por el sistema cromatografico,

mediante inyeccion directa y de vaciado de loop.

Procedimiento de 430nm 660nm
Inyeccion

Media s? Media s?
A(inyeccién directa) 2,83 1,14 2,48 0,23
B (vaciado del loop) 4,89 1,64 4,89 4,72
F calculado 1,44 20,21
T calculado 2,14 1,88
Valores criticos (dos
colas). v(grados de F critico=39 v=2 p=0.05 t critico= 2,78 v=4 p=0.05

libertad) n=3.

Conclusion

Se acepta la hipétesis nula (Ho), ya que F cal <F critica y tcal < t critico. Por
tanto no existen diferencias estadisticamente significativas entre las medias
de las areas de pico, registras por ambos procedimientos de inyeccion.

De los resultados anteriores, se desprende que las condiciones Optimas para el

sistema de SPME en tubo-HPLC capilar son las siguientes: a) inyeccion directa de la

muestra con un 10% de agua afadido previo a inyeccion, b) tamafio de bucle y volumen

de muestra de 50uL, c) deteccidon del analito a las longitudes de onda de absorcidon de

430y 660 nm para la Clo "a” y 460 nm para la Clo “b”.
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3.2 Aplicacién de los sistemas de pre-concentracion en linea de los pigmentos

sobre los extractos de muestra.

Fueron evaluados los sistemas de SPME en tubo y SPE en linea acoplados a HPLC
convencional , con las condiciones experimentales 6ptimas obtenidas en la seccion
anterior, en la determinacion de Clo “a” y Clo “b” en extractos de pigmentos
provenientes de los métodos 1F-0,45, SPE C-18 y Emp C-18.

3.2.1 Sistema SPE en linea

En las figuras 3.26 a'y 3.26 b, se presentan los cromatogramas obtenidos después
que se lleva a cabo la SPE en linea sobre extractos de muestras provenientes de los
métodos de extraccion SPE 2C-18 y 1F-0,45 respectivamente. Los cromatogramas de
las figuras 3.26 c y 3.26 d corresponden a una solucion patron de Clo “a” de 5 ppb y del

blanco respectivamente.

En el cromatograma de la figura 3.26c se indica el pico cromatografico
correspondiente a la Clo “a”, el cual eluye a un tiempo de retencion de 6,63 minutos.
Para los cromatogramas de los extractos de muestras tanto por SPE como por filtro de
nylon de 0.45 um, ver figura 3.26 a y 3.26 b, no se observa ningun pico cromatografico
a este tiempo de retencion, esto indica que este sistema de SPE en linea no es lo

suficientemente sensible para la determinacion de la Clo “a” en las muestras .
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Figura 3.26. Cromatogramas de Extractos de Muestra, obtenidos con el sistema de SPE en linea,
con bucle de 200 pL. a) Extracto de Muestra con SPE C-18 (10:1). b) Extracto de muestra, con 1F-0.45

(10:1) ¢) Cromatograma de etanol, d) Cromatograma de Solucion patrén de Clo “a” de 5 ppb.

3.2.2Sistema SPME en tubo - HPLC Convencional

En la figura 3.27 se presentan los cromatogramas de los extractos de muestras
obtenidos después que se lleva a cabo la SPME en tubo. La figura 3.27 a y figura 3.27
b, corresponde a los cromatogramas de extractos de muestra obtenidos mediante el
procedimiento de extraccion 1F-0,45. En la figura 3.27 b el extracto proviene de una

muestra contaminada con 30 ppb de Clo “a”.
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En la figura 3.27 c, el cromatograma corresponde a un extracto de muestra
obtenido del procedimiento de extraccion SPE C-18 con una preconcentracion de
quince veces. En la figura 3.27 d, se muestra el cromatograma de la solucién patron de
clo “a” de 5 ppb en etanol. Se observa que hay coincidencia en los tiempos de
retencidn, 2,15 min, obtenidos en los picos observados en los cromatogramas de los
extractos de muestra (ver figuras 3.27 ay 3.27 b) vy el pico de la Clo “a” en el
cromatograma de la solucién patrén de este analito (ver figura 3.27 d). Esto es
indicativo de la deteccion de la Clo “a” en estos extractos de muestras. La confirmacion
de la identificacién del pico de la Clo “a” en el cromatograma del extracto de muestra,
ver figura 3.27 a, se verifica por el aumento en el area del pico registrada para el
cromatograma de la figura 3.27 b. El valor de &rea obtenido para la Clo “a” (0,026 u.a.)
en el cromatograma de la figura 3.27 a, se encuentra por debajo del valor de éarea
(0,038 u.a.) del cromatograma de la solucién patrén de 5ppb, esto indica que la
sensibilidad en la deteccién de la Clo “a” en el extracto de la muestra de agua de mar es
bastante baja. En consecuencia, la cuantificacion de este analito en la muestra de agua
de mar con el sistema de SPME con columna capilar-CL, esta sujeta a un alto grado de

incertidumbre y no hay confiabilidad en la exactitud de los resultados.

La Clo “a” no fue detectada en el extracto de muestra obtenido por el método de
extraccion 2C-18, ver figura 3.27 ¢, ya que no se observa ningun pico que eluya en el
tiempo de retencion al cual eluye este analito. Se obtienen que con el procedimiento de
SPE C-18, aun con un factor de pre-concentracion de 15 veces no hay una extraccion

efectiva de la Clo “a”.
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Figura 3.27. Cromatogramas de Extractos de Muestra de agua de mar, obtenidos con el sistema SPME en tubo- HPLC

Convencional. a) Extracto de Muestra 1F- 0.45 (10:1) b) Extracto de muestra contaminada con 30 ppb de Clo “a”, 1F-0.45 (10:1) c) Extracto de
muestra, SPE C-18 (15:1). d) Cromatograma de Solucién patrén de Clo “a” de 5 ppb.
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También fueron registrados los cromatogramas de los extractos de las muestras
para la identificacion cualitativa de la Clo “b”, ver figura 3.28. Al comparar el
cromatograma de la figura 3.28 a del extracto de muestra con respecto a la figura 3.28c
de la solucion patron de Clo “b”, se observa que no hay deteccion de la Clo “b” en el
extracto de muestra. En las figuras 3.28b, que corresponden al cromatogramas del
extracto de muestras contaminado con 1 ppm de Clo “b”, se observa el pico
correspondiente a este analito, pero solapado lo cual indica la presencia de

interferentes en la muestra.

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5

Figura 3.28. Cromatogramas de Extractos de Muestra de agua de mar, obtenidos con el sistema
HPLC, con bucle de 50 pL. a) Extracto de Muestra con SPE C-18 (10:0.25) b) Cromatograma de
extracto de muestra, contaminada con 1ppm de Clo “b”, con SPE C-18 (10:0.25). d) Cromatograma de

Solucion patrén de Clo “b” de 1 ppm.
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Finalmente se evalu6 la SPME en tubo, en los extractos de muestras provenientes
del procedimiento de extraccion de los pigmentos 3 Emp C-18. En la figura 3.29, se
presenta una seccion de los cromatogramas obtenidos. La figura 3.29 a corresponde al
cromatograma del extracto de muestra de agua de mar vy la figura 3.29 b, corresponde
al cromatograma de un extracto de muestra de agua de mar contaminado con 50 ppb
de Clo “a”. Se identifico la presencia de la Clo “a” a un t; de 2 min en los cromatogramas
anteriores. Un incremento en la sensibilidad de la deteccion de la Clo “a” fue observado
en el cromatograma 3.29 a, segun el valor de area obtenido: 0,095 u.a., superior al
valor de area de 0,026 u.a. obtenido en el cromatograma de la figura 3.28 a, del

extracto de muestra de agua de mar analizada por el método 1F-0,45 con .
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Figura 3.29 Seccion de Cromatogramas, obtenidos para los extractos de muestras de agua de mar,
utilizando el método de extraccion Empore C-18 y el sistema SPME en tubo con bucle de 50 pL. a)
Cromatograma de Extractos de Muestra, (10:0.25) b) Cromatograma de extracto de muestra,

contaminada con 50ppb de Clo “a”.
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También fueron registrados los cromatogramas de los extractos de muestras
obtenidos desde el procedimiento de extraccidon con el disco empore C-18 a las
condiciones de excitacion y emision de fluorescencia 6ptimas para la Clo “b”, ver figura
3.30. La figura 3.30 a, corresponde al cromatograma del extracto de muestra y la figura
3.30 b, representa el cromatograma del extracto de muestra contaminada con 1 ppm
de Clo “b". En la figura 3.30 c, se muestra el cromatograma de una solucion patrén de
1ppm de Clo “b”. Se observa en la figura 16a que la Clo"b” no es detectable en las
muestras de agua de mar, aun utilizando el disco empore C-18 que permitié mejorar la

sensibilidad en la deteccién de la Clo"a”.
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Figura 3.30 Cromatogramas de Extractos de Muestra, obtenidos con el sistema HPLC, con bucle
TRB-5 de 50 puL con disco empore, c-18 (10:0.25). a) Cromatograma de Extracto de Muestra b)
Cromatograma de extracto de muestra, contaminada con 50ppb de Clo “b” c) Cromatograma de Solucion

Patrén de 1ppm.
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De los resultados obtenidos anteriormente en la deteccion de la Clo “a” y la Clo “b”
en los extractos de muestras mediante la aplicacion de los sistemas de pre-
concentraciéon en linea acoplados a HPLC Convencional, se observa que soélo es
posible detectar la presencia de la Clo “a” en estos extractos cuando se utiliza el
sistema de SPME en tubo, ya que en este sistema se produce una interaccion quimica
entre la Clo “a” y la fase estacionaria PDMS de la columna capilar de CG que posee
afinidad por analitos de baja polaridad. En consecuencia se produce la retencion de
este pigmento sobre dicha fase. Se registra entonces un aumento en la sensibilidad del
analisis, debido a la pre-concentracion adicional de los analitos en el bucle de muestra
antes de alcanzar la columna analitica. Se desprende ademas, que el sistema mas
sensible es el de SPME en tubo con bucle de 50uL y el mejor método de extraccion de
los pigmentos es el que utiliza el disco de extraccion empore C-18, obteniéndose la
sensibilidad adecuada para la deteccién de Clo “a”. Ninguno de los procedimientos
utilizados permite la identificacion cualitativa de la Clo “b” en las muestras de agua de

mar analizadas.

3.3Influencia de los diferentes procedimientos de Extraccion de pigmentos en la

recuperacion de Clo “a” utilizando SPME en tubo- HPLC Convencional.

Se evalub el efecto de los procedimientos de extraccion de pigmentos, 1F-0.45,
SPE C-18 y empore C-18 sobre la recuperacién de Clo “a” en muestras reales. Para ello
fueron utilizados diferentes factores de pre-concentracion. Las muestras son analizadas
por el sistema de SPME en tubo-LC con un bucle de 50 uL y volumen de inyeccion de
muestra de 125 puL. En la tabla 3.29 se presentan los resultados obtenidos en las
cantidades extraidas de Clo “a” respecto a las cantidades afadidas de este analito

sobre las muestras.
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Tabla 3.29 Comparacién de las concentraciones de Clo “a” obtenidas mediante diferentes

procedimientos de extraccion de pigmentos en muestras de agua de mar contaminadas con

este analito.
Métodos de Extraccion de Pigmentos
Factor de B o SPE Filtro de Nylon de Disco de SPE
Pre. Concentra~C|or_1 de Clo “a c-18 50 um Empore C-18
» afnadida
concentracion 1 Concentracion de Clo “a”
(ng L) )
Predicha (ug L™)
0,48+0,01 - - 0,50 +0,01
10:0.25 1,00 +0,01 - - 0,60 + 0,01
1,99 +0,01 0,54+0,01 1,70 +-0,01-
3,85 +0,01 0,62+0,01 -
10:0.5 0,99 £0,01 1,31+0,01 1,19+0,01
1,99 +0,01 1,45+0,01 1,72+0,01
10:1 1,99 +0,01 2,19+0,01 1,6440,01
2,91 £0,01 2,14+0,01 2.37+0,01

Se observa que las cantidades de Clo “a” extraidas en las muestras de agua

utilizando el filtro de nylon de tamafio de poro de 0,45 um, son independientes del factor

de pre-concentracion utilizado. Para este sistema, se observl que las concentraciones

de Clo “a” extraidas estan acordes en magnitud a las concentraciones afiadidas de este

analito. La eficiencia en la extracciéon de la Clo “a” utilizando el cartucho C-18 mej

ora

con el incremento en el volumen del solvente de extraccion, siendo la mejor relacion en

volumenes 10 mL de muestra a 1mL de solvente. No obstante, en este sistema
observa que cuando se incrementa la concentracion afiadida para el mismo factor

pre-concentracién disminuye la capacidad de extraccién del analito.

se
de
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Esta misma tendencia, se observa cuando se utiliza el disco de SPE empore C-
18, y sélo se logra la extraccién de la Clo “a”, cuando se utiliza el factor de pre-
concentracion de 10mLmuestra: 0,25mL etanol. Estos resultados indican que el
mecanismo de extraccion de los pigmentos que opera sobre los organismos de
fitoplancton retenidos en el cartucho C-18 y el disco Empore C-18 es ineficiente ya que
el solvente afladido no es capaz de realizar la extraccion de la Clo “a” retenida.
Mientras que con el uso del filtro de Nylon de 0,45 um en todos los casos se logra una

extraccion eficiente de la Clo “a” en etanol.

En nuestro estudio no se aplica ningan procedimiento fisico para la extraccion de
los pigmentos y es probable que esto afecte la extraccién con el C-18 y el disco empore
C-18, donde no se logra extraer adecuadamente los pigmentos probablemente porque
quedan fuertemente retenidos y el paso de solvente a través del sistema no es

suficiente para la extraccion eficiente de los pigmentos.

El argumento de esta hipétesis se basa en que los tres medios de retencidn
utilizados para el fitoplancton tienen diametros de poro similares, alrededor de 0,45 um
ya que la biomasa del fitoplancton en aguas superficiales de océanos es dominada por
las células del picoplancton (0,2 -2,0um), entonces todos los organismos deberian ser
retenidos. No obstante en el cartucho C-18 y el disco empore C-18 las células quedan
atrapadas a través de los espacios internos del relleno y sobre la superficie del mismo,
es decir actuan como si fuesen filtros de profundidad, donde normalmente suelen
aplicarse procedimientos mecanicos para la destruccion del filtro y posterior extraccion
de los pigmentos’. Mientras que el filtro de nylon es una membrana donde los analitos
son retenidos en su totalidad en la superficie del mismo y la extraccion de los pigmentos
en etanol en nuestro estudio, se realizd casi en su totalidad simplemente con la adicion

de solvente.
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En la figura 3.31, se presenta la tendencia en el porcentaje de recuperaciéon de Clo
“a” calculado a partir de los datos de la tabla 3.34. Se observa que con el método de
método de extraccion que utiliza el filtro de nylon se obtiene la maxima recuperacion del
analito y la mejor reproducibilidad aun cuando varien las condiciones de extraccion.

Experimentalmente, se toma como factor de pre-concentracién optimo el de 10:1.

120

100 -

80 4

60 -

% Recuperacion

40 4

20 1

Figura 3.31 Influencia de diferentes procedimientos de extraccidon en la recuperacion de Clo “a” en
muestras de agua de mar, calculados desde una muestra contaminada con 1,99 ppb de Clo “a”.

De los resultados obtenidos en esta seccion, se desprende que el método de
extraccidn de pigmentos Optimo en la deteccion de la Clo “a” en muestras de agua de
mar es el 1F-0,45, con una relacion de volumen de muestra a volumen de solvente de
10 a 1 mL. Este resultado esta acorde con lo reportado en la literatura’ donde el uso del
filtro de nylon con tamafio de poro de 0,45 um estd ampliamente reportado para los
procedimientos de extraccion de pigmentos fotosintéticos tanto en muestras de aguas

marinas como de agua dulce.
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Knefelkamp y col®, encontraron que un filtro de membrana de nylon de tamafio de
poro de 0, 2 um es el que suministra los mejores resultados en la retencion de Clo “a”
provenientes de muestras de aguas de mar, no obstante en este estudio las etapas de
almacenamiento de los filtros y un tratamiento mecéanico es utilizado, ademas del gasto

de grandes volimenes de muestra.

En nuestro procedimiento experimental se alcanzo una extraccion eficiente de la
Clo “a” mediante un procedimiento simple de filtrado y extracciéon con el solvente en
una muy baja relacion de volumenes (10:1). Se disminuy6 el gasto de muestra, tiempo y
costo de analisis. La aplicacion de la SPME en tubo con columna capilar abierta como
método de extraccion en linea de la Clo “a” sobre los extractos de muestras permitio

incrementar la sensibilidad en la deteccién de este analito en las muestras reales.

3.4 Validacion del Método

3.4.1 Linealidad, limites de Deteccion y Reproducibilidad

Bajos las condiciones optimas obtenidas para cada sistema de pre-concentracion
en linea, se evalud la linealidad del andlisis cromatografico utilizando soluciones
estandares de la Clo “a” en etanol. Para el sistema de SPME en tubo acoplada a HPLC
capilar, se utilizaron soluciones estandares en etanol de Clo “a” con un porcentaje de
agua afhadido del 10%. Se realizd el ajuste matematico entre los valores de éarea

obtenidos para cada solucién estandar y su concentracion.
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En la tabla 3.30 se presentan los pardmetros analiticos obtenidos, por regresion
lineal para la Clo “a para los sistemas utilizados. Para el sistema de SPME en tubo con
columna capilar-CL se utilizaron bucles de 25 yL y 50 uL con volumenes de inyeccion
de 500 uL y 125 pL respectivamente. Para el sistema de SPE en linea con columna

empacada el tamafio del bucle y el volumen de inyeccién fueron de 200 pL.

Tabla 3.30 Parametros Estadisticos obtenidos en los sistemas de Extraccion en tubo acoplados

a CL Convencional y CL Capilar bajo las condiciones experimentales dptimas.

Precisién
Sistema de 5 Lod Working RSD (%)
B b+sy ats,  Syx R . Range
Extraccion (-1 L) (Mgl™) (LgL™) Intra  Inter
ng-
(n=3) (n=6)
SPME 25 L

0.0032 + -0.027+
CL ' 0.0008 0015 0.011 0.9957 10 (34 a 100) 10 10
Convencional

SPME 50 pL

0.0091 + -0.027+
o 00002 0010 0012 09992 4 (14a100) 05 6
Convencional

SPE en linea-

Loop de Silice 0.0324+ -0.08 =
de 200 yL CL 0.0008 0.04
Convencional

SPME 50 puL
CL capilar 3,68 £ 0,09 7+1 0,568 0,9987 0,46 (0,8 a10) 2 10
(430nm)

SPME 50 pL
CL Capilar 3,37 +0,12 6+1 0,744 0,9973 0,66 (2a10) 17 25
(660nm)

0.061 0.9982 6 (19 a 100) 12 Nd
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Se observa que para el sistema de HPLC capilar el intervalo de concentraciones
esta entre 0,8 y 10 ppb un orden de magnitud inferior a lo reportado para los sistemas
de SPME en tubo y SPE en linea acoplados a HPLC convencional de 14 a 100 ppb,
esto indica la elevada sensibilidad de la HPLC Capilar respecto al de HPLC
Convencional. Los LODs reportados en la tabla 3.35 corresponden a los LODs
instrumentales alcanzados por cada sistema. Los mejores LODs corresponden al
sistema de SPME en tubo - CL Capilar, estos fueron en magnitud de 0,46 pg L™ para
A=430nmy 0,66 ug L™ para A=660nm. La pre-concentracién de los pigmentos mediante
la SPME en tubo, debido a la afinidad de los pigmentos por la fase estacionaria de
PDMS vy la elevada sensibilidad tipica de los sistemas de CL capilar permiten

suministrar estos bajos LODs.

Para el sistema de SPME en tubo -HPLC convencional, se observa que los LODs
obtenidos mejoran al incrementar el tamafio del bucle de este sistema, esto se debe a
que a medida que aumenta el tamafio de bucle aumenta el volumen de la fase
estacionaria donde se lleva a cabo la SPME Se obtiene el mejor LOD instrumental,
4ugL™, con el bucle de columna capilar de 50 pL y el mas alto con el bucle de 25 pL de
10 pgL™. Para el sistema de SPE en linea el uso de grandes voliimenes de muestra y el
volumen de la fase empacada permite obtener LODs comparables al sistema de SPME
en tubo. Se observa, que el sistema con mejor repetitividad (RSD de 0,5%) y mejor
reproducibilidad (RSD de 6%), es el de SPME en tubo-HPLC convencional, con bucle
de 50 pL. Este ultimo sistema, se escoge como el mejor de los tres sistemas de
extraccién acoplados a HPLC convencional, ya que este sistema suministra los LODs
mas bajos y la mejor precision. En el caso de la SPME en tubo- HPLC Capilar, se
obtiene la mejor repetitividad (RSD de 2 %) y reproducibilidad (RSD de 10%) a la A:
430nm.
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En todos los sistemas evaluados se obtienen elevados coeficientes de correlacion:
>0.9957 para los acoplados a HPLC convencional y >0.9973 para los de HPLC Capilar

indicando elevada linealidad en todos los sistemas utilizados.

3.4.2 Recuperacion

3.4.2.1 SPME en tubo- HPLC Convencional

En la tabla 3.31, se indican los valores en concentracion de la Clo “a” extraida en
muestras reales mediante aplicacion del método de extraccion 1F 0,45um y posterior
analisis por el sistema de SPME en tubo con columna capilar abierta- HPLC
convencional y por fluorescencia. Se observé en todas las muestras que el método de
extraccion utilizado suministra valores de concentracion cercanos a la concentracion
afadida, tanto por el andlisis por HPLC como por el de fluorescencia, aunque suele
observarse en esta ultima técnica que hay sobre-estimacion en los valores obtenidos,

respecto del valor real.

La figura 3.32, corresponde a la gréfica de correlacion de concentracion de Clo
“a”, determinada por SPME en tubo-CL convencional y mediante analisis por
fluorescencia, se observa que existe una elevada correlacién entre los métodos con
tendencia similar en la determinacién de la Clo “a” (factor de correlacién de R? de
0,9844, n=12).
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Tabla 3.31 Concentracion de Clo “a” obtenida, en muestras contaminadas, analizadas por

SPME en tubo con bucle TRB-5 de 50uL-CL convencional y andlisis por Fluorescencia.

Concentracién de  Concentracion Clo “a” predicha

X y
Clo“a” afadida  (ugL™) YoRecuperacion

Muestra

-1
(ng L7) CL* Fluorescencia CL Fluorescencia
1 0,99 1,178+ 0,007 0,964+ 0,002 119 97
2 1,96 1,973+ 0.009 2,69+ 0,003 101 131
3 2,91 2,3710.01 2,98+ 0,003 81 102
4 3,84 3,7410.01 4,78+ 0,004 97 122

El nmero de réplicas analizadas es de tres.

* CL convencional

Los resultados con mayor exactitud corresponden a los obtenidos por HPLC, ya
gue el analito se separa del resto de los otros componentes de la muestra que puedan
contribuir a la sefial analitica total. Mientras que en los resultados obtenidos por el
analisis por fluorescencia, no se puede discriminar entre el analito y otras especies
interferentes que respondan a las condiciones de excitacion y de emision para la

determinacion de Clo “a” en la muestra.

Correlacion de Concentracién de Clo"a"

6.00
5.00 +
4.00 +

3.00 - y = 1.4541x - 0.545

R? = 0.9844

Conc. Clo "a"
(ngL-1)Fluorescencia

2.00 +
1.00 4 &

0-00 T T T T T
1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00

Conc. Clo "a" (ugL-1)SPME en tubo-CL

Figura 3.32 Correlacién de valores de concentracién de Clo “a” (ug L™) determinada por SPME en

tubo-CL convencional y Fluorescencia, en muestras de agua de mar. n= 12.
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3.4.2.2 SPME en tubo- HPLC Capilar

También se evalu6 la recuperacion de Clo"a” en el sistema de SPME en tubo-
HPLC capilar, mediante el analisis de tres muestras de agua de mar contaminadas con
este analito a diferentes concentraciones. Los resultados obtenidos en la cuantificacion
de la Clo “a” en el analisis de las muestras reales, se indican en la tabla 3.32. Se
observé que el método utilizado suministra valores de concentracién cercanos a la
concentracion afiadida en todas las muestras analizadas. Resultados satisfactorios,
fueron obtenidos en los porcentajes de recuperacion de la Clo"a”, %Rec. entre73 y 90%

para la Aaps 430nm y entre 61 y 80% a la Aaps de 660 nm.

Tabla 3.32 Concentracién de Clo “a” obtenida, en muestras de aguas contaminadas, mediante
analisis con SPME en tubo (bucle de 50uL) -HPLC capilar. Se aplico el método de extraccion,

1F-0,45.

Concentracién Concentracion Clo “a” predicha 9%Recuperacion

Muestra de Clo “a” (ug L) por HPLC
afiadida (ng L™) 430 nm 660 nm 430 nm 660 nm
1 0,9 0,70+ 0,01 0,64+ 0,01 77 66
2 2,7 2,44+ 0,03 2,17 + 0,02 90 80
3 4,5 3,31+ 0,05 2,44+ 0,04 73 61

El nimero de réplicas analizadas es de tres.

3.5 Anéalisis de Muestras

3.5.1 Analisis de Muestras de Agua de Mar- SPME en tubo- HPLC

Convencional.

Se aplicaron los métodos de extraccion 1F-0,45 um y 3 Emp C-18 para la
obtencién de los extractos de las muestras, analizados por SPME en tubo -HPLC

convencional con bucle de muestra de 25 uL y 50 puL.
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Los resultados obtenidos se presentan en la tabla 3.33. Se obtiene que los valores
de concentracién de Clo “a” en las muestras analizadas, por el método de extraccion
con filtro de nylon de 0,45 um, estan por debajo de los LODeg reportados, 1y 4 pg L™
para los sistemas de SPME en tubo con loop de 25 y 50 uL respectivamente. Al igual
que con disco de extraccion C-18, la concentracion de Clo “a” estd por debajo del
LODes;, 0,1 pg L™, esto indica que la SPME en tubo con loop de 50 pL acoplada a
HPLC convencional no posee la sensibilidad adecuada para la cuantificacion de esta
clorofila.

Tabla 3.33 Concentracién de Clo “a” obtenida en muestras de aguas de mar, mediante el

sistema SPME en tubo- HPLC convencional.

Concentraciéon de Clo”a”  Lodes:

Analito ) J L L
Determinada. " (ngL™) (ungL™)
1 a
<LOD *" X
Clo “a” 0.4
<LOD® .
0,1

# Andlisis de las muestras de agua de mar, utilizando el procedimiento 1F - 0,45, con bucle de 25 pl.
® Andlisis de las muestras de agua de mar, utilizando el procedimiento 1F - 0,45 con bucle de 50uL.
¢ Andlisis de las muestras de agua de mar, utilizando el procedimiento Emp C-18, con bucle de 50 pL

4 El nimero de réplicas, utilizados fue de 3.

Se ha reportado’ que la Clo “a” posee una concentracién en aguas superficiales de
océanos de 0,05 pug L™, ya que el mejor LOD alcanzado por el sistema de SPME en
tubo-CL convencional posee una magnitud de 0,1 pg L™, ver tabla 3.33, es evidente que
no se tiene la sensibilidad adecuada para la cuantificacion de este pigmento en las

muestras de aguas de mar analizadas las cuales son superficiales.
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Con el método desarrollado eventualmente se podra detectar la presencia de Clo
“a” en las muestras que posean una concentracién cercano al limite de deteccion de la
misma. En comparacion con el LOD reportado para la Clo “a”, 0,1 ng por otros métodos
de HPLC isocraticos con deteccién por fluorescencia®, el método de HPLC desarrollado

en este trabajo alcanza mejores LODs para la Clo “a” entre 0,02 a 0,05 ng.

3.5.2 Analisis de Muestras de Agua de Reservorio-SPME en tubo CL

Convencional

En la tabla 3.34, se presentan los resultados obtenidos de la determinacion de Clo
“a” en muestras de reservorio. Se evidencia, que mediante el analisis por fluorescencia,
hay una sobre-estimacion del 50% en la concentracion de Clo “a” de la muestra
analizada, ya que se obtiene un valor de concentracién dos veces superior en magnitud
a la reportada por el sistema de HPLC. Esto se debe a que en esta muestra hay
interferencias de la matriz que deben ser compensadas mediante el método de adicién
de estandar. No obstante, se observa, que las concentraciones de analito, obtenidas en
las muestra contaminadas (n=3), estan acordes en magnitud, a las concentracion de
Clo “a” afiadida. Esto indica que el método de extraccion utilizado mediante analisis
cromatografico de las muestras de agua de reservorio, con el sistema de SPME en tubo
permite la extraccion eficiente de la Clo “a” con un alto grado de exactitud y precision.

El sistema de SPME en tubo-CL convencional permite la cuantificacion de Clo “a”
en muestras de aguas de reservorio, ya que la concentracién de Clo “a” en la muestra
analizada es del orden de los 28 ug L™, por encima del limite de cuantificacién de este

sistema, 1,31ug L™.
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Tabla 3.34 Concentraciones de Clo “a” obtenidas en muestras de aguas de reservorio,

mediante analisis con SPME en tubo con loop de 50 uL —CL convencional y por fluorescencia.

Concentracion Concentracion Clo “a” predicha
1
Muestra  Ecuacién de Clo“a” (ng L)
afiadida (ug L™) cL® Fluorescencia®
1 y = 0.0055x - 0
0.0087° 28,08 £+1,04 44,4 +0,2
y =4.9213x
2 +6.4126" 170 140 + 10 160 + 30

& Ecuacion correspondiente a la calibracién, de soluciones estandares de Clo “a”, utilizando el sistema de
SPME en tubo-CL convencional, con loop de columna capilar de CG de volumen interno de 50 plL.

b - . . -, . . o .
Ecuacion correspondiente a la calibracion, de soluciones estandares de Clo “a”, por fluorescencia.

3.5.3 Analisis de Muestras de Mar- SPME en tubo-HPLC Capilar

Los extractos de las muestras obtenidas mediante el procedimiento 1F-0,45,
fueron analizados mediante SPME en tubo-HPLC capilar. En la figura 3.33, se presenta
un cromatograma de una réplica de las muestras analizadas. Se observa, un pico
cromatografico a un t, de 8 min., que corresponde a la Clo “a@”, la deteccion se realiza a
430 y 660 nm.

La determinacion cuantitativa de la Clo"a”, se realiz6 mediante curva de calibracion
externa y por adicion de estandar. Se obtiene que para estos dos métodos de
calibracion, no existen diferencias estadisticamente significativas a un nivel de
confianza del 99%, para la concentracion de Clo “a” determinada en las muestras de
agua de mar por SPME en tubo-CL capilar, lo que indica que no hay efectos de matriz

en estas muestras.
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Figura 3.33 Cromatogramas de extractos de muestras de agua de mar, mediante andlisis por el sistema
de SPME en tubo-HPLC capilar. a) 430nm y b)660nm

La concentracién de Clo “a”, hallada fue de 0,052 + 0,017 pg L™, este valor esta
acorde con los niveles reportados de este analito, en muestras de aguas de mar
superficiales’ (<0,05 ugL™). No obstante, ésta determinacién es sélo semi-cuantitativa
ya que la concentracion de Clo “a” determinada se encuentra a niveles muy cercanos
del limite de deteccién 0,046 pgL™. Si se compara el andlisis de muestras de agua de
mar mediante SPME en tubo utilizando CL convencional y CL capilar, se observa que el
sistema cromatografico capilar permite alcanzar la sensibilidad adecuada para el
analisis de estas muestras aun cuando es necesario mejorar la extraccion o pre-
concentracion de los pigmentos en las muestras de agua de mar para lograr una

cuantificacion real de los mismos.
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3.5.4 Andlisis de Muestras de Aguas de Vertido de Depuradora - SPME en
tubo-HPLC Capilar

El método propuesto para el sistema de SPME en tubo-HPLC capilar también se
aplicé sobre una muestra de agua proveniente de de una planta de tratamiento de
aguas. En la figura 3.34, se presenta el cromatograma del extracto de muestra obtenido
por el procedimiento 1F-0,45 de una de las réplicas analizadas. Se observa en éste,
una elevada cantidad de picos cromatogréaficos, que deben corresponder a todos los
compuestos provenientes de la muestra analizada extraidos en etanol y que presentan
absorbancia a las longitudes de onda utilizadas en la deteccion: 430, 460 y 660nm. Es
evidente, que la matriz de esta muestra es compleja, comparada con los otros tipos de

muestras analizadas.
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Figura 3.34 Cromatograma de extracto de muestra de agua de planta de tratamiento, obtenida por
andlisis de SPME en tubo-HPLC capilar.
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En las figuras 3.35 y 3.36 se representan los cromatogramas obtenidos al analizar
las muestras contaminadas a dos niveles de concentraciéon con Clo “a” y Clo “b”,
respecto a una muestra sin contaminar. Para el extracto de muestra contaminado con 1
ppb de Clo “a” y 10 ppb de Clo “b”, se obtienen los cromatogramas de las figuras 3.35 b
y 3.35 d, respectivamente. La figura 3.35 a y 3.35 ¢ corresponde al extracto de la

muestra sin contaminar.

En los cromatogramas de las figura 3.35 se identifico los picos cromatograficos de
la Clo”b”, tr de 6,8 minutos y de la Clo “a”, tr 8,7 minutos en los extractos de muestra
analizados. Se observa un incremento en las areas de estos picos para los extractos de
muestras a los cuales han sido afiadidos Clo"a” y Clo “b”, cromatogramas de las figuras
3.35 by 3.35 ¢, con respecto al valor de area que se obtiene en el cromatograma de la
figura 3.35 a, en la muestra sin contaminar. Existe gran similitud entre los espectros de
absorcion molecular obtenidos del pico de la Clo"a” y del pico de la Clo"b” en los
cromatogramas de los extractos de muestras y los espectros de las disoluciones
patrones de los analitos, verificando asi la identificacion cualitativa de estos, ver figura
3.35ey3.35f.

A la longitud de onda de absorcién de 460nm, se registran los cromatogramas
mostrados en la figura 3.36, se observa la identificacion de la Clo “b” a un tiempo de
retencion de 7 minutos aproximadamente. Se verifica la presencia de este analito en la
muestra por el espectro de absorcion obtenido, el cual coincide con el de una solucion

patrén de Clo “b”, ver figura 3.36 d.

Los resultados obtenidos anteriormente, evidencia que el método de separacion
cromatografico propuesto permite la separacion e identificacion de la Clo “a” y la Clo “b”
en una muestra de matriz compleja donde una serie de otras sustancias absorbentes

eluyen junto con los analitos de interés.
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Figura 3.35 Seccion de Cromatogramas de extractos de muestra de agua de planta de tratamiento, obtenida por SPME en tubo-HPLC
capilar. Los cromatogramas a y b, se obtienen a una A4s de 430nm y los cromatogramas ¢ y d a una A,,s de 660nm. (a) y (c) corresponden al
extracto de muestra de agua, sin contaminar, (b) y (d) corresponden al extracto de muestra de agua, con 1 ppb de Clo “a” y 10 ppb de Clo “b”
afiadida. (e) Espectro de Absorcién Clo “a” y (f) Espectro de Absorcién Clo “b”".
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Figura 3.36 Cromatogramas de extractos de muestra de agua de planta de tratamiento, obtenida por analisis de SPME en tubo-HPLC
capilar. La deteccion se realiza a una Ao de 460nm. a) Extracto de muestra de agua, sin contaminar. b) Extracto de muestra de agua, con 10
ppb de Clo “b” afiadida. c) Extracto de muestra de agua, con 50 ppb de Clo “b” afadida. A la izquierda se muestra el espectro de absorcion

molecular de la Clo “b” en la muestra solapado con el espectro de solucidn patron de este analito.
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En la muestra analizada, se observan una serie de picos que podrian corresponder
a los denominados feo-pigmentos, que son productos de degradacion de las clorofilas®.
Los feopigmentos para la Clo “a” es la feofitina “a” y para la Clo “b”. la feofitina “b”. Para
la identificacion cualitativa de los mismos en la muestra, se realizo la comparacion entre
los tiempos de retencidn y el espectro de absorcidon molecular obtenidos en los picos de
cromatogramas para los extractos de muestras analizados y los de disoluciones
patrones de estos compuestos. Se realiza la comparacion de su.

La obtencion de las feofitina “a” y la feofitina “b”, se describe en la seccién
experimental 2.6.3 . En la figura 3.37, se presenta una seccion de cromatogramas de
dos réplicas de extractos de muestra analizadas (3.37 a y 3.37 b), una disolucién de
feofitina “b” de 1ppm (figura 3.37 c) y de una disolucion de feofitina “a” de 1ppm (figura
3.37 d), todos los cromatogramas son registrados a una Aaps de 430nm. En los
cromatogramas 3.37 a y 3.37 b, se observan picos que coinciden en los tiempos de

retencidn a los cuales eluyen la Clo’b” , tr: 6,76min y la Clo “a” tr:8,55 min.

La separacion cromatogréfica de las disoluciones de las feofitinas, indican que
estas disoluciones contienen restos de Clo “a” y Clo “b”, ya que también se observa la
presencia de los picos correspondientes a estos analitos, ver figura 3.37 ¢ y 3.37 d,
presentes en los cromatogramas de las muestras. Dado que la obtencion de las
feofitinas, es por simple acidificacion de soluciones de las clorofilas es probable que
estas no se hayan degradado totalmente y aun queden restos de las mismas tal como

se registra en los cromatogramas.
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En las figuras 3.37 c y 3.37 d, se identifican el pico correspondiente a la Feofitina
“b” ,a un tr de 9,9 minutos y el de la Feofitina “a”, a un tr de 13,7 minutos,
respectivamente. En los cromatogramas de las muestras, se observan picos que
coinciden con el tiempo de retencidon de los picos observados en los cromatogramas de
las disoluciones de las feofitinas. Se infiere entonces que estos picos registrados en los
cromatogramas de muestras, corresponden a los productos de degradacion de la Clo
“a” y la Clo “b” en la muestra analizada. La verificacion de la identificacion cualitativa de
los feo-pigmentos, se realiza por comparacion de los espectros de absorcion obtenidos
para estos picos en las réplicas de las muestras, con aquellos obtenidos en las
disoluciones de estos. En la figura 3.37 e, se muestra la coincidencia entre dichos

espectros.

Para la identificacion de la feofitina “b”, también se registran los cromatogramas de
las réplicas de las muestras analizadas y de la disolucion de feofitina “b” a la Aaps de
460nm, se identifica nuevamente la presencia de Clo “b” a un tr de 6,75 minutos y de la
feofitina “b” a un tr de 9,9 minutos, ver figura 3.38 ¢, observandose también la presencia
de picos registrados en los cromatogramas de los extractos de muestras a dichos
tiempos de retencion y confirmando la identificacion de estos mediante comparacion de

los espectros de absorcion molecular obtenidos, ver figura 3.38 d.
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Figura 3.37 Cromatogramas de extractos de muestra de agua de depuradora, obtenida por analisis de SPME en tubo-HPLC
capilar. La deteccion se realiza a una Ass de 430nm. a) Extracto de muestra de agua, sin contaminar réplica 1. b) Extracto de
muestra de agua, sin contaminar réplica 2. c) Disolucion de feofitina “b” de 1ppm. d) Disoluciéon de feofitina “a” de 1 ppm. A la

izquierda se muestra el espectro de absorcién molecular de los analitos.
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Figura 3.38 Cromatogramas de extractos de muestra de agua de planta de tratamiento, obtenida por andlisis de SPME en
tubo-HPLC capilar. La deteccidén se realiza a una Az de 460nm. a) Extracto de muestra de agua, sin contaminar réplica 1. b)
Extracto de muestra de agua, sin contaminar réplica 2. c) Disolucién de feofitina “b” de 1lppm. d) Espectro de Absorcion de la

muestra (i), comparado a un espectro de solucion patrén de Clo “b” (ii)
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En la tabla 3.35, se presenta la identificacion de los pigmentos fotosintéticos
detectados en las muestras, la informacion mostrada en la tabla se extrae de los
cromatogramas de la figuras 3.36, 3.37 y 3.38. Se observa que a la longitud de onda de
430nm todas las especies son detectadas, mientras que a 460 nm soélo es detectable
para la Clo “b” y su derivado feofitina “b”, esto esta acorde con resultados previos

reportados en la literatura.

Tabla 3.35 Identificacion de pigmentos fotosintéticos en muestras de aguas de plantas

depuradora, analizadas por SPME en tubo-CL Capilar, utilizando un bucle de 50 puL.

Analito Tr (min)

430 nm 460 nm
Clo “b” 6,77 6,75
Clo “a” 6,81 -

Feofitina “b” 9,96 9,94

Feofitina “a” 13,69 -

Se realiz6 la determinacion cuantitativa de la Clo “a” en las muestras de aguas de
plantas de tratamiento utilizando el procedimiento de extraccion 1F 0,45 um. Se obtiene
que la concentracion de Clo “a” hallada en las muestras fue de 0,12 + 0,03 por HPLC
capilar y de 0,20 + 0,02 por fluorescencia molecular. Se observa, que existe una sobre-
estimacion en la determinacion de la Clo “a” por fluorescencia con respecto a los de
HPLC, esto debido a la presencia de otros pigmentos que son excitados junto con la Clo
“a”, la poca selectividad de la técnica de fluorescencia en los andlisis de pigmentos del
fitoplancton proporcionan poca exactitud en la cuantificacion de los mismos.
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4. CONCLUSIONES

¢ Se desarrollaron dos métodos isocraticos de separacion por HPLC
convencional y HPLC capilar, para la determinacion rapida y sensible de Clo “a” en
muestras de aguas de mar, de reservorio y de vertido de depuradora. Un aumento en la
sensibilidad de la determinacion fue alcanzado, acoplando un sistema de pre-
concentracion en linea de SPME en tubo en una fase estacionaria de PDMS de una
columna capilar abierta de Cromatografia de gases (CG) a ambos sistemas

cromatograficos.

¢ El acoplamiento de un sistema de SPE en linea a CL convencional, mediante
una configuracién de column-switching permiti6 aumentar la sensibilidad de deteccion
de la Clo “a” en soluciones patrones de este analito, no obstante se alcanz6 una mejor
eficacia en la pre-concentracién de la Clo “a” en las muestras de agua de mar mediante
la configuracion SPME en tubo -CL convencional que en la SPE en linea en columna
empacada.

¢ Las condiciones 6ptimas SPME en tubo - CL convencional fueron 50 uL de
volumen interno de la columna capilar de CG, un volumen de muestra de 125 uL y la

inyeccion simple de la solucion.

¢ Las condiciones 6ptimas para la SPME en tubo — HPLC capilar fueron 50 uL
de volumen interno de la columna capilar de Cg, un volumen de muestra de 50 uL y
dilucion previa de la muestra con un 10% de agua, previo a la inyeccion. En este

sistema fueron alcanzados LODs de 0,023 ng para la determinacién de Clo “a”.
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¢ El sistema de SPME en tubo - HPLC convencional permite estimar niveles de
concentracién de Clo “a” por encima de 0,4ug L™, por tanto este sistema sélo permiti6 la

cuantificacion de la Clo “a” en muestras de aguas de reservorio.

¢ La SPME en tubo - HPLC capilar suministr6 mejores LODs de Clo “a” en
muestras de agua de mar (0,02 a 0,05 ng) a lo reportado en la literatura (0,1 ng) para

métodos de separacion de HPLC isocraticos con deteccion por fluorescencia.

¢ El sistema de SPME en tubo acoplada a CL capilar se aplico exitosamente en
el andlisis de muestras de agua de mar, suministrando una concentraciéon de Clo “a”
de 0,052 ug L™ acorde a lo reportado en la literatura donde la concentracién de este

pigmento en aguas superficiales es inferior a 0,05 pg L™.

¢ Ninguno de los sistemas cromatograficos utilizados permitid la deteccion
cualitativa de la Clo “b” en las muestras de agua de mar, debido a que estos sistemas
no presentan la suficiente sensibilidad en la deteccién de esta clorofila, que suele
encontrarse a muy bajos niveles de concentracion en este tipo de muestras. Soélo se
logré la identificacién de este pigmento en las muestras de aguas provenientes de

depuradora analizadas por SPME en tubo-CL capilar.

¢ El procedimiento de extraccion de pigmentos con mayor eficacia en la
recuperacion de Clo “a”, con el sistema de SPME en tubo tanto para CL convencional
como capilar, es el de filtracion con filtro de nylon de 0,45 um. Los procedimientos de
extraccibn en fase solida con cartucho C-18 y disco empore C-18 presentan
mecanismos de extraccion ineficientes para la transferencia de los pigmentos hacia el

solvente.
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¢ Fueron validados los resultados en la recuperacion de Clo “a en muestras de
agua de mar por el método 1F 0,45 mediante analisis HPLC convencional con SPME en
tubo; ya que se obtienen elevados porcentajes de recuperacion. Se compararon los
resultados de HPLC con andlisis de fluorescencia en las muestras de agua de mar,

obteniendo un elevado coeficiente de correlacién entre los métodos de r? de 0,9874 .

¢ La implementaciéon del método 1F0,45 resulté ser una metodologia rapida,
simple y eficaz en la extraccion de los pigmentos desde las muestras reales. En este
método de extraccion, se disminuyeron los consumos en el volumen de muestra filtrado,
el volumen del solvente de extraccion y el tiempo de analisis. Ademas se suprime la

aplicacién de procesos mecdanicos durante la extraccion.

¢ Se logro la separacion e identificacion rapida de varios pigmentos: Clo “a”,
Clo’b”, feofitina “a” y feofitina “b” en una muestra de agua de un vertido de una planta
depuradora mediante la aplicacién de SPME en tubo-CL capilar.

¢ La estimacion de la concentracion de Clo “a” en muestras de reservorio y
vertido de depuradora presentan una sobre-estimacion por analisis por fluorescencia

con respecto a analisis por HPLC.

¢ La SPME en tubo fue un sistema de pre-concentracion exitoso de la Clo “a”
para su deteccion en extractos provenientes de muestras de agua de mar, de reservorio

y de vertido de depuradoras.
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